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ち心不全  (低拍出量性心不全) に陥る．我が国では，生活習慣の欧米化や急速な高齢
化で，心不全の患者数が増加しており 1)，2012 年  (平成  24 年) の厚生労働省の死因
に関する統計では，わが国の心疾患に起因する死亡者数  198,662 人のうち，約  35% 
の  71,558 人が心不全で死亡している．その中で，冠血流の途絶による心筋の壊死，
すなわち心筋梗塞を基礎疾患として発症する心筋梗塞後心不全 2) の患者数が最多と
なっている．過去の大規模臨床試験から，アドレナリン   受容体遮断薬 3-5) ，アンギ
オテンシン変換酵素阻害薬 6-9)およびアンギオテンシン  II 受容体拮抗薬 10-13) などの






タンパク質として発見されたことから，熱ショックタンパク質  (heat-shock protein; 
HSP) と呼ばれている 17)．この  HSP のタンパク質群は，様々なストレス負荷により
その発現が誘導され，ストレスに対抗あるいは適応する細胞防御機構の中心的な役割
を果たすことが知られている 18)．さらに，HSP の中には細胞内で恒常的に発現し，新
生タンパク質の折り畳み  (タンパク質の高次構造形成) およびタンパク質の細胞内輸
送に関与する分子種が存在することも明らかにされ，この様な機能から分子シャペロ
ン  (molecular chaperone) とも呼ばれている  19,20)．これら  HSP はその構造および分子
量の大きさで，HSPH (HSP110)，HSPC (HSP90)，HSPA (HSP70)，DNAJ (HSP40) およ
び  HSPB (small HSP) に加え，chaperonin ファミリーの  HSPD/E (HSP60/HSP10) およ
び  CCT (TRiC) の  7 つのグループに大別される 21)．これらの中で，HSPA ファミリ
ーの  HSP72 および  HSPB ファミリーの  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 は心臓で高
発現しており，心臓への亜致死的なストレス  (sublethal stress) に応答し，その発現量
を増加させることが知られている 22,23)．加えて，心臓での  HSP72，HSPB1，HSPB5 あ
るいは  HSPB8 の発現量の増大は心筋の虚血 /再灌流障害を軽減させ，急性心筋梗塞後
の心筋梗塞巣拡大を阻止することが示されている 24-27)．これらのことから，  HSP72，
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HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 は，心臓でのストレスに対抗する細胞防御機構の中心
的な役割を果たすと推察される．その一方で，心筋への様々なストレスの負荷により
ポンプ機能が低下した心臓，すなわち慢性心不全に陥った心臓のストレス応答性およ
び心臓が心不全に陥る過程での  HSP の変化については，未だ不明な点が多い．さら
に，前述したような心臓での  HSP の過剰発現の効果を検討した研究の多くは，急性
心筋虚血に対する  HSP 誘導の効果を明らかにすることを目的としているため，心筋
虚血前，すなわち心筋梗塞発症前に遺伝子操作による  HSP の過剰発現あるいは高熱
負荷  (heat-shock, HS) のように，予め  HSP を誘導させたものである 24-29)．つまり，
心臓が心不全に陥る過程での  HSP の役割について検討された報告はほとんどない．  
心筋梗塞後の心臓では，梗塞を免れた細胞  (生存心筋細胞) の代償的な働きにより，
一時的に心機能が維持される  (代償期) 30-35)．しかしながら，心臓に圧負荷や容量負荷
などの機械的刺激およびそれに伴って生じる液性因子などのストレスが持続的にかか
ると，心筋細胞は細胞内  Ca2+ 動態および細胞内情報伝達系の変化あるいは活性酸素






程での心筋組織の  HSP の変化について把握するとともに，心筋梗塞後あるいは心筋
梗塞後不全心での  HSP 誘導が心機能に及ぼす効果について検討した．  
第一章では，心筋梗塞後に慢性心不全に陥る過程での心筋組織のストレス応答性  
HSP (HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8) 含量の変化について検討した．加えて，
ストレスに応答して発現量を増加させるこれら  HSP は転写因子の  heat-shock 
transcription factor 1 (HSF1) によってそれらの発現が制御されることから 44)，心筋梗
塞後の  HSF1 の細胞内局在の変化についても検討した．   
第二章では，心筋梗塞後心不全での  HSP 誘導能低下の機序について検討した．前述
したように，HSP の発現は，転写因子  HSF1 によって制御される．そこで，不全心
での  HSF1 の変化について検討した．さらに不全心で  HSP 誘導能を回復させる薬物
についても検討した．  
第三章では，心筋梗塞後の心機能能代償期からの  HSP 誘導薬  geranylgeranylacetone 
(GGA) 投与が心機能に及ぼす効果について検討した．さらに，その作用機序を解明す
るために，心筋梗塞後の心筋ミトコンドリア機能に及ぼす  GGA 投与による  HSP 誘




第一章 心筋梗塞後の  HSP の変化  
 
心臓は，栄養血管である冠状動脈の閉塞により血液供給が遮断されると，その支配領














前述したように，心臓で発現する  HSP のなかでも  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  
HSPB8 は，ストレス負荷によりその発現が誘導される分子種である 18)．心臓での  
HSP72，HSPB1，HSPB5 あるいは  HSPB8 の増大は，心筋の虚血/再灌流障害を軽減さ
せ，急性心筋梗塞での心筋梗塞巣拡大を阻止することが示されている 24-27)．これらの
ことから，  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 は，心臓でのストレスに対抗す
る細胞防御機構の中心的な役割を果たすと推察される．さらに，HSP72，HSPB1，HSPB5 
および  HSPB8 の発現は，転写因子の  heat-shock transcription factor 1 (HSF1) によって
制御されることが明らかにされている 44)．しかしながら，心筋梗塞後に様々なストレ
スが負荷され，ポンプ機能が低下していく心臓，すなわち心不全に陥る過程での心筋
の  HSP の発現量および  HSF1 の細胞内局在の変化については，未だ明らかにされて
いない．そこで本章では，ラット心筋梗塞モデルを用い，心筋梗塞後の心機能変化と
これら  4 つの  HSP 含量および  HSF1 の細胞内局在の変化の関係について検討した． 
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1-1 実験材料・方法  
1-1-1 実験動物  
本実験では，10 週令，体重  220-240 g の  Wistar 系雄性ラット   (SLC, Hamamatsu, 
Japan) を用いた．飼料と水を自由に摂取させ，恒温  (23±1℃) ，恒湿  (55±5%) ，定
時照明  (12 時間明所  7:00-19:00, 12 時間暗所  19:00-7:00) の人工環境下で飼育した． 
動物の飼育，実験操作は，動物の保護および管理に関する法律  (昭和  48 年法律第  105 




1-1-2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
ラット心筋梗塞モデルを  Sanbe らの方法  46) に従って作製した．ラットを  
pentobarbital sodium (50 mg/kg i.p.) で麻酔し，背位に固定した．開胸時の呼吸を確保す
るために口腔より気管にカニューレを挿管し，人工呼吸器  (SN-480-7, Shinano, Tokyo, 
Japan) を使用して，2.2 – 2.4 ml/stroke × 70 rpm の条件で陽圧人工呼吸を行った．
胸骨の左縁に沿って皮膚を切開し，第四肋骨を切除した．開胸後，心嚢膜を取り除き
心臓を体外に露出させ左冠状動脈の起始部より心尖部に向かって  2 mm の位置を  5 
号ポリエステル縫合糸  (TICRON, COVIDIEN，Mansfield，MA，USA) を用いて結紮し
た  (左冠状動脈結紮  : coronary artery ligation, CAL)．結紮後，心臓を胸腔内に戻し筋層
および皮膚を縫合した．術後の感染症予防のため，縫合部をポビドンヨード液で消毒
した．また，偽手術  (Sham) 群は同様の操作で開胸し，心臓を露出させるのみで結紮
は行わなかった．  
 
1-1-3 心エコー法による心機能測定  
1-1-3-1 心エコー診断装置  
非侵襲的に心機能を観察するため，心エコー法を用いた．心エコー診断装置には，
model SSD-5500 (ALOKA, Tokyo, Japan) を使用した．探触子には 7.5～13 MHz のリニ
ア型  (model UST-547, ALOKA) (長さ : 35 mm, 幅 : 10 mm) および  4～10 ＭＨz のセク
タ型  (model UST-5296, ALOKA) (長さ : 15 mm, 幅 : 10 mm) を用いた．  
CAL ラットの心機能測定は  Kawahara らの方法 47) に従って行った．Pentobarbital 
sodium (40 mg/kg) を腹腔内投与し，背位に固定した．胸部を剃毛し，37℃  に加温し
たエコージェル  (ECHO JELLY, ALOKA) を胸部に塗布した．固定を外し，37℃  に設







1-1-3-2 B および  M モードを用いた心機能の測定  
B モードは，心臓の断面を表示する方法である．胸骨左縁部に正中線と平行になる
ように探触子を置き，その側面の頭側をラットの右肩方向  (正中線頭側を  0 度とした
とき反時計方向に約  30 度) に回転させることで，胸骨左縁の左室長軸像  (縦切りの
断面像) が得られる．次に，乳頭筋が左室長軸像の中心となるように探触子を移動さ
せた後，それを  90 度回転させることで，胸骨左縁での左室短軸像  (横切りの断面像) 
が得られる．   
M モードとは，心筋の壁運動を測定するため  B モード画像に任意の直線を引き，こ
の直線上の心筋の動きを時間経過と共に画像上に表示して観察する方法である．M モ
ードおよび  B モードの両方を表す画像  (B/M モード) を  Figure 1 に示す．左側の画
像  (B モード) は心臓の左室長軸像を表す．右側の  M モード画像より，左室拡張末
期内腔径  (left ventricular internal diameter end-diastole, LVIDd) および左室収縮末期内
腔径  (left ventricular internal diameter end-systole, LVIDs) が計測された．これらの値を
式  (1) に代入することにより左心室の収縮能を示す左室内径短縮率  (fractional 
shortening, FS) が算出された．次に，LVIDd，LVIDs をそれぞれ式  (2) ，式  (3) に代
入することにより，左室拡張末期容積  (end-diastolic volume, EDV) と左室収縮末期容
積  (end-systolic volume, ESV) が算出され，さらにこれらの値を式  (4) に代入すること
により左心室収縮能のもう一つの指標である左室駆出率  (ejection fraction, EF) を算
出した．  
FS (%)  = ｛(LVIDd – LVIDs) / LVIDd｝× 100 ･･･････････････ 式  (1)  
EDV (l)  =  (LVIDd) 3 ･･･････････････････････････････････ 式  (2)  
ESV (l)  =  (LVIDs) 3 ･･･････････････････････････････････ 式  (3)  












Figure 1 Representative B/M-mode echocardiograms of naïve rat. Two dimensional parasternaal 
long-axis view from the naïve rat heart.  
Abbreviations: LVIDd, left ventricular internal diameter end-diastole; LVIDs, left ventricular 




1-1-3-3 D モードを用いた心機能の測定  
D モードとは，Doppler 効果を利用して，心臓内や血管内の血流をリアルタイムに表
示する方法で，血液の流速あるいは心拍出量が算出される．まず，color Doppler 法  (断
層画面内にどのような流速の血流があるかを表示する方法) により血流を表示させる
ことで目標部位を決定し，その部位で  pulse Doppler 法  (目標部位の血流速度を測定
する方法) により血流速波形を表示させた．D モードと  B モードの両方を表す画像  
(B/D モード) を  Figure 2 に示す．左側の画像は  color Doppler 法を用いた  B モード
左室長軸像を右側の画像は pulse Doppler 法での血流速波形を表す．血流のモニターは
肺動脈流出経路  (pulmonary artery, PA) で血流をモニターし，心拍出量を測定した．こ
の  B/D モードの画像より肺動脈径  (pulmonary artery diameter, PAD)，速度時間積分値  
(velocity time integral, VTI) および心拍数  (heart rate, HR) を測定した．さらに，式  (5) 
からこれらの値を用いて心拍出量  (cardiac output, CO) を算出した．さらに，式  (6) か
らこれらの値を用いて一回拍出量  (stroke volume, SV) を算出した．さらに，CO を体
重  (BW) で除することにより心拍出量/体重比  (cardiac output index, CO index) を  (式
7)，同様に，SV と  BW から一回拍出量/体重比  (stroke volume index, SV index) を算
出した  (式 8)．  
 
CO (ml/min)  = ｛  π × (PAD) 2× VTI × HR ｝/4 ････････ 式  (5)  
SV (l)  = CO  / HR × 1000 ････････････････････････････ 式  (6)  
CO index (l/min/g)  = CO / BW (g) × 1000 ･･･････････････ 式  (7)  













Figure 2 Representative B/D-mode echocardiograms of naïve rat. Pulmonary flow velocity was 
measured with pulsed wave Doppler on the parasternal long-axis view.  
Abbreviations: PAD, pulmonary artery diameter; VTI, velocity time integral. 
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1-1-3-4 肺動脈血流加速時間の測定  
D モード図法を用いて肺動脈の血流をモニターした．右心室収縮による肺動脈血流
速度の発生から肺動脈血流速度が  peak になるまでの時間を測定し，それを肺動脈血
流加速時間  (pulmonary artery flow acceleration time, PAAT) とした．  
 
1-1-3-5 総合的心機能指標の測定  
総合的心機能指標  (Tei index) は収縮能と拡張能を統合させた心機能指標である
48-50)．この値の上昇は，心機能の低下を示す．左心室の  Tei index は以下の方法によ
り測定した．まず心尖部四腔断面像を描出し，僧帽弁の弁尖部で  pulse Doppler 法に
より僧帽弁流入速波形を得た．心房収縮波  (atrial contraction wave, A wave) の終了か
ら次の心拍の拡張早期血流波  (early diastolic filling wave, E wave) の開始までの時間  
(a 時間) を計測した．次に心尖部長軸断面像を描出し，大動脈弁の弁輪レベルで  pulse 
Doppler 法により大動脈駆出血流速波形を得た．この血流の持続時間すなわち駆出時
間  (ejection time, ET) (b 時間) を計測した．Figure 3 に示すように  a 時間は，等容収
縮時間  (isovolumic contraction time, ICT)，等容弛緩時間  (isovolumic relaxation time, 
IRT) および  ET の和であるので，a－b は  ICT と IRT の和となり，さらに   (a－b) /b 
＝  ICT/ET + IRT/ET となる．呼吸性変動による影響を減らすために  a 時間・b 時間
とも連続する  8 拍の平均値を用いてそれぞれを式  (9) に代入し，Tei index を算出し
た．また左室拡張能の指標として  E/A 比  (E/A ratio) を算出した．  
一方，右心室の  Tei index は胸骨左縁大動脈弁レベル短軸断面像を描出し，三尖弁の
弁尖部で  pulse Doppler 法により三尖弁流入速波形を得て同様に  a 時間を測定した．
次に胸骨左縁長軸断面像を描出し，肺動脈弁の弁輪レベルで  pulse Doppler 法により
肺動脈血流速波形を得て同様に  b 時間を測定し，Tei index を算出した．  
     Tei index ＝   (ICT + IRT) /ET 























Figure 3 Diagrams for measurement of LV Tei index. The LV Tei index was assessed from Doppler recordings 
of LV inflow and out flow. From mitral inflow in the apical four-chamber view, the time interval from 
cessation to onset of mitral inflow was measured (a-interval). a-Interval was equal to the sum of ICT, ET 
and IRT. ET (b-interval) was measured from the LV outflow velocity curve recorded in the long-axis view. 
The LV Tei index was calculated as (a-b)/b, namely (ICT+IRT)/ET.  
Abbreviations: ET, ejection time; ICT, isovolumic contraction time; IRT, isovolumic relaxation time; LV, 
left ventricular; E, early diastolic filling wave; A, atrial contraction wave. 
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1-1-4 心臓および肺の組織重量の測定  
心肥大および肺うっ血の有無を検討するために，心臓および肺を摘出し，氷冷した生
理食塩水中で血液を洗浄した後，その重量  (湿重量) を測定した．CAL ラットから摘
出した心臓は梗塞巣  (scar)，梗塞周辺部  (border)，梗塞周辺部の左心室自由壁  (viable 
LV)，中隔壁  (septum; Sep) および右心室自由壁  (RV) の  5 部位に，Sham ラットから
摘出した心臓は左心室自由壁  (LV)，Sep，RV の  3 部位に分割しそれぞれの重量を測
定した．肺重量は視認できる肺動脈を可能な限り除去した重量を測定した．  
 
1-1-5 心筋梗塞領域の測定  
心筋梗塞領域の測定は  Yoshida らの方法 51) に従って行った．心臓を摘出し，氷冷し
た生理食塩水で血液を洗浄した後，心房，大動脈，肺動脈および付随脂肪組織などを
丁寧に除去した．心臓を心尖部-心基部に対して垂直に  2,1,1,2,1,1 mm の間隔で切断し，
6 枚の心臓切片を製作した．切片を  1 % 2,3,5,-triphenyltetrazolium chloride (TTC; 
WAKO, Osaka, Japan) を含む生理食塩水中，37℃  で  15 分間染色した．なお，TTC は
組織の生存細胞のみを赤色に染色する．染色した各心臓切片を写真撮影し，その映像








1-1-6 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
組織重量測定後，CAL ラットでは梗塞周辺部の  viable LV を，一方，Sham ラット
では  LV を各  7 分間細切した後，組織重量の  5 倍量の  Homogenate buffer (20 mM 
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid [HEPES], 0.25 M sucrose, 1 mM 
dithiothreitol [DTT], 1 mM ethylenglycol-bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
[EGTA], protease inhibitor cocktail [cOmplete; Roche, Mannheim, Germany], phosphatase 
inhibitor cocktail [PhosSTOP; Roche], pH 7.4, 4℃) を加え，ポッターホモジナイザー  
(AS ONE, Osaka, Japan) でホモジナイズ  (1000 rpm, 25 秒間 , 5 回) した．組織ホモジ
ネートには最終濃度が  2% となるように  20% SDS を加え，5 分間  2 回煮沸し，タ
ンパク質を可溶化した．タンパク質量は  Bradford 法 52) を用いて測定した後，タンパ
ク質の最終濃度が  2 g/l となるように  Sample buffer (125 mM Tris-HCl, 4% SDS, 
20% glycerol, 0.002% bromophenolblue, 10% -mercaptoethanol, pH 6.8) を加え，5 分間  







1-1-7 Western immunoblotting 
心筋組織  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 タンパク質含量の変化を把握する
ため  western immunoblot 法を用いた．まず，10 および  15%の  SDS ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動  (SDS-PAGE) で調製した各画分中のタンパク質を分離し，転写装置  
(AE-6675, Atto, Tokyo, Japan) を 用 い て  polyvinilydine difluoride (PVDF) 膜  
(Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, USA) に 転 写 し た ． 転 写 後 ， PVDF 膜 を  
Tris-bufferd saline with Tween 20 (TBST) で  10 分間，3 回洗浄した後，50% Blocking 
One  (NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, Japan) 含有  TBST 溶液を用いて室温で  30 
分間ブロッキングを行った．5% Blocking One 含有  TBST 溶液で  5 分間，3 回洗浄
した．その後，それぞれ  mouse monoclonal anti-HSP72/73 抗体  (W27, Millipore)，rabbit 
polyclonal anti-HSPB1 (Enzo Life Science Inc., Farmingdale, NY, USA) を  1000 倍，
mouse monoclonal anti-HSPB5 抗体  (1B6.1-3G4, Enzo Life Sciences Inc.) を  5000 倍，
rabbit polyclonal anti-phospho HSPB5 Ser59 抗体  (Enzo Life Sciences Inc.) を  3000 倍，
rabitt polyclonal anti-HSPB8 (StressMarq, Victoria, Canada) ， mouse monoclonal 
anti-GAPDH 抗体  (6C5, Millipore) を  10000 倍，mouse monoclonal anti-COX IV 抗体  
(20E8, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を 3000 倍となるように  5% Blocking One 
含有  TBST 溶液で希釈して  PVDF 膜に添加し，低温室  4℃で一晩インキュベートし
た．一次抗体反応後，5% Blocking One 含有  TBST 溶液で  5 分間，3 回洗浄した．
二次抗体に，HSP72，HSPB5，GAPDH および  COX IV を検出するためには  3000 倍
となるように  5% Blocking One 含有  TBST 溶液で希釈した horseradish peroxidase- 
conjugated goat anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) を，HSPB1，phospho 
HSPB5 Ser59 および  HSPB8 には  3000 倍となるように  5% Blocking One 含有  
TBST 溶 液 で 希 釈 し た horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG 
(Sigma-Aldrich) を用い，室温で  1 時間インキュベートした．二次抗体反応後，TBST 
溶液で  5 分間，3 回洗浄し，検出には Chemi-Lumi One Super (NACALAI TESQUE, 
INC.) を用いて分離したタンパク質を発光させ，ルミノ・イメージアナライザー  
(LAS3000, Fuji Photo Film Co. Ltd., Tokyo, Japan) により検出した．現像された  PVDF 
膜上のタンパク質は，ImageJ を用いて半定量化した．  

1-1-8 免疫染色  
摘出心臓を  Langendorff 灌流装置に装着し，定流量灌流  (9 ml/min) を行った．灌流
液には，37℃の  25 mM potassium chloride，30 mM sodium fluoride および  50 mM sodium 
pyrophosphate を含有する  Krebs-Henseleit bicarbonate buffer (KHB 緩衝液：120 mM 
NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 1.25 mM CaCl2, 2.5 mM NaHCO3, 11 
mM glucose) を用い，組織内の血液を除去した．なお，灌流液は  95% O2 ＋ 5% CO2 混
合ガスを予め通気させることで酸素化すると同時に pH を 7.4 に維持した．  
次に  4% paraformaldehyde (PFA)， 30 mM sodium fluoride および  50 mM sodium 
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pyrophosphate を含有する  0.1 M phosphate-buffer (PFA 溶液 , pH 7.4, 4℃) で灌流固定  
(9 ml/min) した．灌流固定後，速やかに灌流心を  Langendorff 灌流装置から取り外し，
PFA 溶液  (4℃) 中に一晩浸漬することによりさらに組織固定を行った  (後固定)．固
定後，30% sucrose 含有  0.1 M phosphate-buffer に組織を一晩浸漬した後，水溶性包埋
剤である  Neg50 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) を用いて，液体窒素
で  10 分間かけて凍結し，凍結ブロックを作製した．  
この凍結ブロックからクリオスタット  (Microm HM550, Thermo Fisher Scientific Inc.) 
を用い，10 m の薄切切片を作製した．作製した薄切切片は  MAS-coating micro slide 
glass  (Matsunami Glass Ind. Ltd., Osaka, Japan) に張り付け  20 分間風乾した．薄切切
片を  0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) 中に浸漬し，室温で  30 分間洗浄した．そ
の後  1% TritonX-100 含有  0.1 M PBS で  1 時間浸透化し，blocking solution (1% BSA, 
0.1% gelatin, 0.1% Tween 20, 0.05% sodium azide 含有  0.1 M PBS 溶液) で，30 分間ブ
ロッキング  (室温) を行った．その後免疫蛍光二重染色を行った．一次抗体として，
rabbit polyclonal anti-HSF1 抗体を  blocking solution と  PBS を  1:1 で混合した溶液で  
200 倍に希釈し，室温で組織切片と  3 時間反応させた．反応終了後，PBS で洗浄し，
二次抗体として  biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector Lab. Inc, Burlingame, CA, USA) 
を 100 倍に希釈し室温で  90 分反応させた．その後，streptavidin-DyLight 488 (KPL, 
Gaithersburg, MD, USA) を室温で  2 時間反応させ，蛍光標識を行った．続いて，二重
染色するための一次抗体として  mouse monoclonal anti--actinin 抗体  (EA-53，
Sigma-Aldrich) を  blocking solution と  PBS を  1:1 で混合した溶液で 500 倍に希釈
し，室温で組織切片と  2 時間反応させた．反応終了後，PBS で洗浄し，二次抗体と
して  Cy3-conjugated goat anti-mouse IgG 抗体  (GE healthcare UK Ltd.) を室温で  1 時
間 反 応 さ せ る こ と に よ り  2 番 目 の 蛍 光 色 素 標 識 を 行 っ た ． 核 染 色 に は  
4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Life Technologies) を 100 倍に希釈
して用いた．多重染色操作終了後，PBS で洗浄し，組織切片を  SlowFade Gold antifade 
reagent (Life Technologies) で封入し，落射式蛍光顕微鏡  (BX-52, OLYMPUS, Tokyo, 
Japan) にて組織切片の観察を行った．  
 
1-1-9 統計方法  
実験結果は，すべて平均値±標準誤差  (standard error of the mean, SEM) で表した．統
計学的検定法として，群間比較の解析および統計には  2-way analysis of variance 
(ANOVA) 法を用いた．ANOVA による有意差が認められた場合，さらに多群間比較を
行うため，post-hoc test として  Scheffe 法を用いた．測定値の統計的比較には，95%
の信頼度  (P<0.05) をもって有意とみなした．これら統計処理には，Stat View (ver.5.0, 
SAS Institute. Inc., Tokyo, Japan) を用いた．   
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1-2 結果  
1-2-1 左冠状動脈結紮後の体重および組織重量の変化  
術後  2 週および  8 週目の  CAL ラットおよび  Sham ラットの体重および組織重量
に関する指標の測定結果を  Table 1 に示す．  
術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の体重  (BW) は，Sham 群のそれのそれぞれ約  
90% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の心重量体重比  (heart weight/body 
weight, HW/BW) は，Sham 群のそれのそれぞれ約  125% および  150% となった．術
後  2 週および  8 週目の  CAL 群の左心室重量体重比  (left ventricular weight/body 
weight, LVW/BW) は，Sham 群のそれらと同様の値となった．術後  2 週および  8 週
目の  CAL 群の中隔壁重量体重比  (septum weight/body weight, SepW/BW) は，Sham 群
のそれのそれぞれ約  120% および  175% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 
群の右心室重量体重比  (right ventricular weight/body weight, RVW/BW) は，Sham 群の
それのそれぞれ約  180% および  290% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 
群の肺重量体重比  (Lung weight/body weight, LungW/BW) は，Sham 群のそれのそれぞ
れ約  270% および  370% となった．    
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Table 1  Changes in the tissue parameters of the sham-operated (Sham) rats and coronary  









Each value represents the mean±S.E.M. of 8 animals. * P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. # 
P<0.05 vs. 2W-CAL group.  
Abbreviations: BW, body weight; LVW, left ventricular weight; SepW, septal weight; RVW, right 
ventricular weight; HW, heart weight; LungW, lung weight 
  
 2W 8W 
   Sham CAL Sham CAL 
 BW (g)  242±3 225±2 * 315±3  278±4 *# 
 Infarct size (%)  N.D. 42.8±0.9 N.D.  42.0±1.1 
        
Tissue weight 
LVW (mg) 336±10 329±14 408±9 361±6 * 
LVW/BW (mg/g) 1.39±0.04 1.46±0.06 1.31±0.03 1.30±0.03 
SepW (mg) 134±3 151±8 148±4 228±10 *# 
SepW/BW (mg/g) 0.56±0.01 0.67±0.03 0.47±0.01 0.82±0.04 *# 
RVW (mg) 129±5 211±11 * 134±4 344±12 *# 
RVW/BW (mg/g) 0.53±0.02 0.94±0.05 * 0.43±0.01 1.24±0.04 *# 
HW (mg) 600±11 691±14 * 693±12 933±14 *# 
HW/BW (mg/g) 2.48±0.04 3.07±0.05 * 2.22±0.04 3.36±0.07 *# 
LungW (mg) 811±12 2019±91 * 917±25 2967±120 *# 
 LungW/BW (mg/g)  3.35±0.07 8.99±0.46 * 2.91±0.08  10.68±0.47 *# 
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1-2-2 左冠状動脈結紮後の心エコー法を用いた心機能測定  
術後  2 週および  8 週目の  CAL ラットおよび  Sham ラットの心エコー法を用いた
心機能指標の測定結果を  Table 2 に示す．  
術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  LVIDd および  LVIDs は，Sham 群のそれら
と比較して増加した．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  FS は，Sham 群のそれ
のそれぞれ約  38% および  22% となった．術後  2 週目の  CAL 群の  CO index は，
Sham 群のそれと同様の値となったものの，術後  8 週目の  CAL 群では，Sham 群の
それの約  72% に低下した．術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  PAAT は，Sham 群
のそれのそれぞれ約  69% および  35% となった．術後  2 週および  8 週目の  CAL 
群の  LV E/A ratio は，Sham 群のそれのそれぞれ約  120% および  140% となった．
術後  2 週および  8 週目の  CAL 群の  LV Tei index は，Sham 群のそれのそれぞれ約  
190% および  310% となった．RV Tei index も術後  2 週および  8 週目の  CAL 群で





Table 2  Changes in the echocardiographic parameters of the sham-operated (Sham) rats and 




















Each value represents the mean±S.E.M. of 8 animals. * P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. 
# P<0.05 vs. 2W-CAL group.  
Abbreviations: LVIDd, left ventricular internal diameter end-diastole; LVIDs, left ventricular 
internal diameter end-systole; FS, fractional shortening; EDV, end-diastolic volume; ESV, 
end-systolic volume; EF, ejection fraction; HR, heart rate; CO, cardiac output; COI, cardiac 
output index; SV, stroke volume; SVI, stroke volume index; PAAT, pulmonary artery flow 
acceleration time; LV, left ventricular 
  
 2W 8W 
 Sham CAL Sham CAL 
M-mode 
LVIDd (mm) 5.60±0.08 9.02±0.16 * 5.84±0.14 10.06±0.18 *# 
LVIDs (mm) 2.82±0.08 7.31±0.13 * 2.87±0.14 8.99±0.15 *# 
FS (%) 49.8±0.8 18.9±0.9 * 50.6±1.3 10.9±1.0 *# 
ESV (l) 23.0±1.8 393.8±20.8 * 25.2±3.4 734.6±35.1 *# 
EDV (l) 178±8 739±39 * 202±15 1026±59 *# 
 EF (%)  87.2±0.6 46.4±1.8 * 87.8±1.0  28.1±2.5 *# 
D-mode 
HR (bpm) 396±2 411±8 403±4 393±9 
CO (ml/min) 103.8±1.3 96.6±2.0 137.9±2.4 82.2±2.2 *# 
CO index (l/min/g) 409±4 424±9 416±5 299±9 *# 
SV (μl) 262±4 236±9 342±7 210±9 * 
SV index (μl/g) 1.03±0.02 1.03±0.04 1.03±0.01 0.76±0.03 *# 
PAAT (msec)  29.2±0.4 20.1±1.4 * 31.7±0.6  16.4±0.6 *# 
LV E/A ratio 1.52±0.05 1.84±0.05 * 1.55±0.04 2.25±0.10 *# 
LV Tei index  0.33±0.03 0.63±0.05 * 0.34±0.03 1.06±0.06 *# 
 RV Tei index   0.21±0.04 0.46±0.04 * 0.20±0.03  0.72±0.05 *# 
15 
 
1-2-3 左冠状動脈結紮後の左心室  HSP72 含量の測定  
術後  2 週および  8 週目の左心室  HSP72 含量を  Figure 4 に示す．  
術後  2 週目の  CAL 群で，生存左心室筋の  HSP72 含量は，Sham 群のそれの約  
140% に増加した．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群では  Sham 群のそれと同様の
値となった．  
 
Figure 4 Changes in content of left ventricular HSP72 of the Sham (open columns) and CAL (closed 
columns) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. Total homogenates of the 
(viable) left ventricle from Sham rats and CAL rats at the 2nd and 8th weeks after surgery were 
analyzed by immunoblotting. Bands corresponding to HSP72 were scanned, and the scanned 
bands were normalized by GAPDH on the same blot. Representative quantified data for HSP72 
protein content is shown in the right panel. Each value represents the mean ± S.E.M. of 6 animals. 









1-2-4 左冠状動脈結紮後の左心室  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 含量の測定  
術後  2 週および  8 週目の左心室  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 含量を  Figure 5 
に示す．  
術後  2 週目  CAL 群の生存左心室筋の  HSPB1 含量は，Sham 群のそれの約  140% 
に増加した．術後  8 週目の  CAL 群では  Sham 群のそれの約  90% まで減少した  
(Figure 5B)．  
術後  2 週目  CAL 群の生存左心室筋の  HSPB5 含量は，Sham 群のそれの約  120% 
となった．術後  8 週目の  CAL 群では  Sham 群のそれの約  90% となった  (Figure 
5C)．  
術後  2 週目  CAL 群の生存左心室筋の  HSPB8 含量は，Sham 群のそれの約  120% 



















Figure 5 Changes in contents of left ventricular HSPB1, HSPB5 and HSPB8 of the Sham (open 
columns) and CAL (closed columns) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. Total 
homogenates of the (viable) left ventricle from Sham rats and CAL rats at the 2nd and 8th weeks 
after surgery were analyzed by immunoblotting. Bands corresponding to these HSPs (A) were 
scanned, and the scanned bands were normalized by GAPDH on the same blot. Representative 
quantified data for HSPs protein contents are shown in B to D, respectively. Each value represents 




1-2-5 左冠状動脈結紮後の左心室  HSF1 の免疫染色像  
術後  2 週および  8 週目の左室心筋組織の  HSF1，-actinin および核の三重染色像
を  Figure 6 に示す．  
術後  2 週および  8 週目の  Sham 群では，HSF1 の染色像が  -actinin 陽性細胞すな
わち心筋細胞内全体で観察された．術後 2 週目  CAL 群では，図中矢印で示すように  
HSF1 の心筋細胞の核への集積が観察された．しかしながら，術後  8 週目の CAL 群

















Figure 6 Immunohistochemical analysis of intracellular location of HSF1 in the Sham and CAL rats 
at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. Whole-heart sections from 2nd and 8th weeks 
were incubated with the HSF1 antibody, -actinin antibody, and DAPI, respectively. HSF1 is 
identified by green fluorescence, and -actinin-positive cardiomyocytes are shown in red 
fluorescence. DAPI is identified by blue fluorescence. Arrows indicate nuclear localization of 





1-3 考察  
本実験では，心筋梗塞後，左心室の約  40% に梗塞巣が形成された．心エコー法を用
いた心機能評価の結果から，心筋梗塞後  2 週目では，梗塞巣の形成に伴い心収縮弛緩
能が低下していたものの，心ポンプ機能は維持，つまり心機能が代償されていること
が示された．一方，心筋梗塞後  8 週目の心臓では心ポンプ機能が低下したことから，
2 週目で機能していた代償機構が破綻し，全身に十分な血液を送り出すことのできな
い状態，すなわち心不全に陥ったことが示された．そこで，本研究では心筋梗塞後  2




ク質の変性を抑制する役割を担うのが，分子シャペロン活性を持つ  HSP である．そ
の中で本実験で着目した  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 は細胞へのストレ
スに応答してその発現量を増加させる  HSP で 18)， 且つ心臓でのストレス環境下での
細胞機能の恒常性の維持に重要な役割を果たすとされる 24-27)．そこで，心筋梗塞後  2
週目および  8 週目の生存左心室筋での  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 含量
について検討した．その結果，心筋梗塞後  2 週目では，これら  HSP が増加あるいは
増加する傾向を示した．このことから，心筋梗塞後の生存左心室筋で，これら  HSP の
増加が，心筋梗塞後の心機能維持すなわち，心機能の代償に寄与している可能性が示
された．一方，心筋梗塞後  8 週目の生存左心室筋では，心臓が梗塞後のストレス下に
あるにもかかわらず，これら  HSP 含量の増加した状態を維持できなかった．このこ
とから，種々のストレス下にある梗塞心でのこれらの  HSP の減少が，心筋梗塞後の
心機能低下あるいは不全心のストレスへの耐性低下の誘因になっていると推測された
58)．  
不全心での  HSP 含量の減少についてさらに検討するために，HSP 転写因子の  HSF1
に着目した．HSF1 は通常，不活性な状態で細胞質に存在し，細胞へのストレスに応
答して核に移行する 59,60)．本実験で  HSF1 の細胞内局在を免疫染色法で検討したとこ
ろ，術後 2 週目の CAL 群では  HSF1 の核への集積が観察されたものの，術後  8 週
目の CAL 群で  HSF1 は核に集積しなかった．このことから，不全心の  HSF1 は，ス
トレスに対する応答性が低下しているものと考えられた．  
これらの結果から，不全心では，ストレス下にあるにもかかわらず，HSP 含量が減
少すること，さらにこの  HSP 発現量の減少にストレスに対する  HSF1 の応答低下が





1. 心筋梗塞後  2 週目では，左心室の収縮能および拡張能の低下が観察されたものの，




2. 心筋梗塞後  2 週目では心筋組織中の  HSP72 および  HSPB1 含量が対応する  
Sham 群と比較して増加し，HSPB5 および  HSPB8 含量は増加傾向を示した．心筋
梗塞後  8 週目では，HSP72，HSPB1 および  HSPB5 含量が対応する  Sham 群と同
様のレベルとなり，HSPB8 含量は減少した．  
 
3. HSP の転写因子の  HSF1 は，心筋梗塞後  2 週目では核への移行が観察されたもの
の，心筋梗塞後  8 週目の不全心では，核への集積が観察されなかった．  
 
これらの結果から，不全心では  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 がストレス





第二章 心筋梗塞後不全心での  HSP 誘導能低下メカニズムの解明  
 




ると考えられた．加えて，心筋梗塞後不全心では  HSP72 誘導能が低下，つまり高熱  
(熱ショック) 負荷後の  HSP72 の発現量は増加しないことも示されており 58)，心筋梗
塞後不全心のストレスへの耐性低下の誘因と推測されている 58)．  
そこで本章では，HSP の中でストレスに応答して最もその発現量を増加させる





第一節 心筋梗塞後不全心での  HSP72 誘導能低下への  HSF1 の関与   
 




考えられている 64)．遺伝子改変動物を用いた研究は，心臓での  HSP72 過剰発現が心
筋虚血/再灌流障害に対する心筋細胞の耐性を上昇させ，梗塞巣拡大阻止や再灌流時の
心機能回復を促進させることを示している 26,27)．これらの知見から，不全心での  
HSP72 の発現誘導は，心筋障害の軽減に有効であると推測される．  
培養細胞等を用いた実験から  HSP72 の発現は，その転写因子の  heat-shock 
transcription factor 1 (HSF1) によって制御されることが示されている 44)．HSF1 は通常，
不活性な状態で細胞質に存在し，熱ショックなどのストレスに応答して活性化される
59,60)．その後  HSF1 は核に移行し，DNA の熱ショック応答配列に結合して  HSP 遺伝
子の転写を開始させる．HSF1 活性制御機構の一つに，そのセリン残基のリン酸化が
ある 60)．不活性化時の  HSF1 は，その  303 番目のセリン残基が  glycogen synthase 
kinase-3 (GSK3) によってリン酸化された状態にある 65,66)．この不活性化状態にある  
HSF1 は，HSP90 および  HSP40 などの分子シャペロンと  multichaperone complex と
呼ばれる活性抑制複合体を形成し，細胞質に留まる 67,68)．前章で，心筋梗塞後不全心
では，HSF1 のストレスに対する応答性の低下が示唆されたものの，心筋梗塞後不全
心での  HSF1 の修飾状態を含めた細胞内局在は未だ明らかにされていない．  
そこで本節では，心筋梗塞後不全心での  HSP 誘導能低下の機序を明らかにするため，
心筋梗塞後不全心での熱ショック負荷後の  HSP72 の発現量および  HSF1 の変化に





2-1-1 実験材料・方法  
2-1-1-1 実験動物  
1-1-1 と同様に実験動物を使用した．  
 
2-1-1-2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
1-1-2 と同様に作製した．  
 
2-1-1-3 心エコー法による心機能の測定  
1-1-3 と同様に測定した．  
 
2-1-1-4 熱ショック負荷による熱ショックタンパク質の誘導  
熱ショック負荷は，ラットの体温を 15 分間，42℃にすることとした．ラットを  
pentobarbital sodium (50 mg/kg i.p.) で麻酔し，背位に固定した．熱負荷中の呼吸を確保
するために口腔より気管にカニューレを挿管し，人工呼吸器  (SN-480-7, Shinano, 
Tokyo, Japan) を使用して，2.2 – 2.4 ml/stroke × 70 rpm の条件で陽圧人工呼吸を行っ
た．直腸に体温計を挿入し，42℃に加熱した恒温槽に浸け体温を  42℃まで上昇させた
後，その体温を  15 分間維持させた．ラットの体温は，直腸に挿入した体温計を介し，
Animal Blanket Controller (ATB-1100, Nihon Kohden) を用いてモニタリングした．  
 
2-1-1-5 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
組織重量測定後，CAL 群では梗塞周辺部の  viable LV を，一方，Sham 群では  LV を
各  7 分間細切した後，組織重量の  5 倍量の  Homogenate buffer を加え，ポッターホ
モジナイザー  (AS ONE) でホモジナイズ  (1000 rpm, 40 秒間 , 5 回) した．次にホモジ
ネートの一部を遠心分離した  (1000 × g, 4℃ , 10 分 )．得られた沈渣に  Homogenate 
buffer を加え , 再懸濁し , 再びポッターホモジナイザー  (AS ONE) でホモジナイズ  
(1000 rpm, 40 秒間 , 5 回) した．その後ホモジネートの全量を遠心分離した  (1000 × g, 
4℃ , 10 分)．得られた沈渣に  Homogenate buffer を加え，再懸濁し，ホモジネートに
は最終濃度が  0.5% となるように  10% TritonX を加え，30 分間可溶化した．30 分後，
アルミメッシュを用いてホモジネートをろ過した．ろ液を遠心分離し  (1000 × g, 4℃ , 
10 分 )，得られた沈渣に  Homogenate buffer を加え再懸濁した．さらに遠心分離し  
(1000 × g, 4℃ , 10 分)，沈渣に  Homogenate buffer を加え再懸濁し，核画分とした．ま
た，一回目の遠心分離で得られた上清をさらに遠心分離し  (100000 × g, 4℃ , 60 分間)，
得られた上清を細胞質画分とした．組織ホモジネートおよび核画分には最終濃度が  
2% となるように  20% SDS を加え，5 分間  2 回煮沸し，タンパク質を可溶化した．
タンパク質量は  Bradford 法を用いて測定し，測定後，タンパク質の最終濃度が  2 




2-1-1-6 Western immunoblotting 
8 および  10% SDS ポリアクリルアミドゲルを用いて，1-1-7 と同様の方法で行った．
なお，本実験では一次抗体として  mouse monoclonal anti-HSP72/73 抗体  (W27, 
Millipore)， rabbit polyclonal anti-HSF1 抗体  (Enzo lifescience)， mouse monoclonal 
anti-HSP90抗体(2G5.G3, StressMarq Biosciences Inc)，rabbit polyclonal anti-HSP40 抗体  
(Enzo lifescience)，mouse monoclonal anti-heat-shock cognate protein 70 (HSC70) 抗体  
(13D3, Thermo Fisher Scientific Inc.)，mouse monoclonal anti-carboxyl-terminus of HSC70 
interacting protein (CHIP) 抗体  (ST21.55, Sigma-Aldrich)，  rabbit polyclonal anti-Akt 抗
体  (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, USA)，rabbit polyclonal anti-p-Akt 抗体  
(Cell Signaling Technology, Inc.)，mouse monoclonal anti-GSK3α/β 抗体  (1H8, Enzo 
lifescience)，rabbit polyclonal anti-p-GSK3β 抗体  (Cell Signaling Technology, Inc.)，mouse 
monoclonal anti-GAPDH 抗体  (6C5, Millipore)，および  mouse monoclonal anti-Actin 抗
体  (HHF35, Sigma-Aldrich) を用いた．   
 
2-1-1-7 免疫染色  
1-1-8 と同様に行った．  
 
2-1-1-8 免疫沈降法  
免疫沈降法は  Takagi らの方法 69)に準じて行った．2-1-1-5 で得られた  homogenate 
に  HSP90-HSF1 complex IP buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM NaCl, 10 mM 
Na2MoO4･2H2O, 10 mM NaF, 10% Glycerol, 1% Triton X-100, 0.1% NP-40) を加えて可溶
化した後，protein G-agarose (Life Technologies) への非特異的な吸着を防止するため，
サンプルを  protein G-agarose に加えて  4℃で  1 時間インキュベートした．遠心分離  
(9500×g, 4℃ , 10 秒 )後，上清に  mouse monoclonal anti-HSP90抗体，または  rabbit 
polyclonal anti-HSF1 抗体を加え，4℃で一晩インキュベートした．生成した抗原抗体
複合体溶液を予め  HSP90-HSF1 complex IP buffer で洗浄しておいた  protein G-agarose 
に加え，4℃で  2 時間インキュベートすることで抗原抗体複合体を  protein G-agarose 
に吸着させた．遠心分離  (9500×g, 4℃ , 10 秒 ) 後の上清を除去し，免疫沈降物を  
HSP90-HSF1 complex IP buffer で  4 回洗浄した．洗浄後，protein G-agarose に  Sample 
buffer を加え，100℃で  5 分間タンパク質を可溶化した上清を  western immunoblotting 
用の試料溶液とした．Western immunoblotting の一次抗体として  mouse monoclonal 
anti-HSP90抗体および  rat monoclonal anti-HSF1 抗体  (4B4+10H4+10H8, Thermo Fisher 
Scientific Inc.) を用い，1-1-7 と同様の操作で  HSP90 及び  HSF1 の半定量を行った． 
 
2-1-1-9 統計方法  




Student’s t-test を，対応のある二群間の検定には Paired t-test を用いた．多群間比較を
行うため  2-way analysis of variance (ANOVA) 法を用い，ANOVA による有意差が認め
られた場合，さらに  post-hoc test として  Scheffe 法を用いた．測定値の統計的比較に
は，95% の信頼度  (P<0.05) をもって有意とみなした．これら統計処理には，統計ソ
フトウェア  Stat View (ver.5.0, SAS Institute. Inc., Tokyo, Japan) を用いた．動物の生存
率の解析には  Kaplan-Meier 曲線を用い，二群間の比較には  Gehan-Breslow-Wilcoxon 
法を用いた．生存率の解析には，解析ソフトウェア  GraphPad Prizm 5 (GraphPad 




2-1-2 結果  
2-1-2-1 左冠状動脈結紮後の生存左室心筋での  HSP72 誘導能  
熱ショック負荷後の生存左室心筋  HSP72 含量の変化を Figure 7 に示す．  
術後  2 および  8 週目の  Sham 群の  HSP72 含量は熱ショック負荷後  24 時間目ま
で経時的に増加した．術後  2 週目の  CAL 群でも  Sham 群と同様に  HSP72 が誘導さ
れた．しかしながら，術後  8 週目の  CAL 群では熱ショック負荷後  48 時間目まで  
HSP72 含量は変化せず，熱ショックによる  HSP72 誘導は観察されなかった．  
Figure 7 Changes in the ability of the left ventricle to induce HSP72 in the Sham (open symbols) and 
CAL (closed symbols) rats at the 2nd (2W; circles) and 8th (8W; squares) weeks after surgery. 
Time course changes in HSP72 contents following heat-shock (HS) treatment in the Sham and 





2-1-2-2 心筋梗塞後心不全ラットへの熱ショック負荷後の心機能  
熱ショック負荷  2 日後の心エコー法による心機能測定の結果を  Table 3 に示す．  
術後  8 週目の  Sham 群の熱ショック負荷  2 日後の心エコー指標の値は熱ショック
負荷前と同様の値となった．一方，術後  8 週目の  CAL 群では熱ショック負荷  2 日
後の測定でも  FS，EF，CO index，SV index，LV および  RV Tei index が低下した状態
にあった．  
 
Table 3 Changes in the echocardiographic parameters of the 8th week sham-operated 
(8W-Sham) rats and coronary artery-ligated (8W-CAL) rats before and 2 days after an 
exposure to heat-shock 
 8W-Sham 8W-CAL 
 Before After % change Before After % change
M-mode 
LVIDd (mm) 5.75±0.04 5.72±0.05 -0.56 10.14±0.24 10.23±0.21 0.90 
LVIDs (mm) 2.77±0.04 2.8±0.06 0.98 9.04±0.16 9.35±0.18* 3.46 # 
FS (%) 52.1±0.6 51.4±1 -1.49 11.1±0.7 8.7±0.5* -21.38 #
ESV (l) 21.4±0.9 22.1±1.3 3.07 741.3±40.2 822±49.4* 10.78 # 
EDV (l) 191±4 188±5 -1.65 1050±80 1076±70 2.82 
EF (%) 88.8±0.4 88.2±0.8 -0.69 28.9±2.4 23.5±1.6* -18.18 #
                  
D-mode 
HR (bpm) 405±2 409±1 0.95 409±3 397±7 -3.01 






402±3 -1.14 314±2 276±3* 
 
-12.03 #
SV (μl) 317±3 306±3 -3.55 221±2 195±5* -11.65 #
SV index (μl/g) 1.00±0.01 0.98±0.01 -2.06 0.77±0.01 0.70±0.02* -9.11 # 
PAAT (msec)  30.1±1  29.6±0.4 -1.35 11.3±0.4 12.8±0.3*  14.15 # 
LV E/A ratio 1.53±0.04 1.56±0.04 1.69 2.22±0.1 2.42±0.04 9.71 
LV Tei index  0.37±0.03 0.31±0.02 -14.5 1.03±0.02 1.29±0.07* 24.8 # 
 RV Tei index   0.22±0.03  0.21±0.05 -9.95 0.73±0.01 0.89±0.04*  21.13 # 





2-1-2-3 心筋梗塞後心不全ラットへの熱ショック負荷後の生存率  
術後  8 週目の動物への熱ショック負荷後の生存率を  Figure 8 に示す．  
術後  8 週目の  Sham 群では熱ショック負荷後  7 日目まで全動物が生存した．一方，
術後  8 週目の  CAL 群では熱ショック負荷後  4 日目までに全動物が死亡した．  
なお，術後  2 週目の動物は熱ショック負荷後  7 日目まで全動物が生存した．  
 
Figure 8 Survival rate of the 8th week (8W) Sham (open symbols) and CAL (closed symbols) rats 





2-1-2-4 左冠状動脈結紮後の左心室  HSF1 含量の測定  
術後  2 週および  8 週目の左心室  HSF1 含量を  Figure 9 に示す．  
CAL 群の生存左心室筋の  HSF1 含量は，術後  2 週および  8 週目の  Sham 群のそ





Figure 9 Changes in cardiac HSF1 contents of the left ventricle in the Sham (open columns) and 
CAL (closed columns) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery.. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of 6 animals. * P<0.05 vs. the corresponding Sham group. # 





2-1-2-5 熱ショック負荷直後の左室心筋核画分での  HSF1 含量  
熱ショック負荷終了時の左室心筋核画分での  HSF1 含量を  Figure 10 に示す．  
術後  2 週および  8 週目の  Sham 群の左室心筋核画分  HSF1 含量は，Control 群の
それの約  22 および  23 倍に増加した．術後  2 週目の  CAL 群の左室心筋核画分  
HSF1 含量は熱ショック負荷後に  Control 群の約  20 倍に増加したものの，術後  8 週













Figure 10 Nuclear HSF1 contents following heat-shock (HS) treatment in the Sham (open columns) 
and CAL (closed columns) rats. Each value represents the mean ± S.E.M. of 6 animals. †P<0.05 vs. 






2-1-2-6 熱ショック負荷直後の  HSF1 の免疫染色像  
術後  2 週および  8 週目の熱ショック負荷後の左室心筋組織の  HSF1，-actinin お
よび核の三重染色像を  Figure 11 に示す．  
術後  2 週目の  Sham 群および  CAL 群では熱ショック負荷後，図中矢印で示すよう
に  -actinin 陽性細胞すなわち心筋細胞核への  HSF1 の集積が観察された．術後  8 
週目の  Sham 群で熱ショック負荷後，図中矢印で示すような心筋細胞核への  HSF1 




Figure 11 Immunohistochemical analysis of intracellular location of HSF1 in the Sham and CAL rats 
at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. Whole-heart sections from 2nd and 8th weeks 
after surgery with or without heat-shock (HS) were incubated with the HSF1 antibody, -actinin 
antibody, and DAPI. HSF1 is identified by green fluorescence, and -actinin positive 
cardiomyocytes are shown in red fluorescence. DAPI is identified by blue fluorescence. Arrows 
indicate nuclear localization of HSF1. Scale bar represents 50 m. 
  
















2-1-2-7 左冠状動脈結紮後の  serine303 リン酸化  HSF1 含量  
術後  2 週および  8 週目の左心室  Ser303 リン酸化  HSF1 含量を  Figure 12 に示す． 
生存左心室筋の  Ser303 リン酸化  HSF1 含量は術後  2 週目の  CAL 群では対応す
る  Sham 群のそれの約  170% に増加した．術後  8 週目の  CAL 群の  Ser303 リン酸
化  HSF1 含量はさらに増加し，対応する  Sham 群のそれの約  3 倍となった  (Figure 
12A)．細胞質画分では，術後  2 週目の  CAL 群で対応する  Sham 群の  Ser303 リン
酸化  HSF1 含量と同様の値であったものの，術後  8 週目  CAL 群では対応する  Sham 
群のそれの約  5 倍に増加した  (Figure 12B)．  
 
Figure 12 Changes in p-HSF1 (Ser303) contents of the left ventricle in the Sham (open columns) and 
CAL (closed columns) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. (A) Cardiac serine 
303 phosphorylated HSF1 content in the Sham and CAL animals. (B) Cytosolic HSF1 content in 
the Sham and CAL animals. Each value represents the mean ± S.E.M. of 6 animals. *P<0.05 vs. 







2-1-2-8 左冠状動脈結紮後の  Akt および  serine473 リン酸化  Akt 含量  
術後  2 週および  8 週目の左心室  Akt 含量および  Ser473 リン酸化  Akt 含量の変
化を  Figure 13 に示す．  
生存左心室筋の  Akt 含量は，術後  2 週目の  CAL 群で，Sham 群のそれの約  150% 
に増加した．一方，術後 8 週目の  CAL 群では対応する  Sham 群のそれと同程度とな
った  (Figure 13B)．生存左心室筋の  Ser473 リン酸化  Akt 含量は，術後  2 週目の  CAL 
群で，対応する  Sham 群のそれの約  120% に増加した．一方，術後  8 週目の  CAL 群
では対応する  Sham 群の Ser473 リン酸化  Akt 含量の約  60% まで減少した  (Figure 
13C)．Ser473 リン酸化  Akt/Akt 比は，術後  2 週目の CAL 群では対応する  Sham 群
のそれと同程度の値を示した．一方，術後  8 週目の  CAL 群では対応する  Sham 群
の比の約  70% に低下した  (Figure 13D)．  
 
 
Figure 13 Changes in Akt contents of the left ventricle in the Sham (open columns) and CAL (closed 
columns) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. (A) Bands corresponding to Akt 
and phosphorylated Akt (p-Akt). (B) Cardiac Akt content in the Sham and CAL animals. (C) 
Cardiac p-Akt content in the Sham and CAL animals. (D) Ratio of p-Akt to Akt. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of 6 animals. *P<0.05 vs. the corresponding Sham group. #P<0.05 





2-1-2-9 左冠状動脈結紮後の  GSK3β および  serine9 リン酸化  GSK3β 含量  
術後  2 週および  8 週目の左心室  GSK3β 含量および  Ser9 リン酸化  GSK3β 含量
の変化を  Figure 14 に示す．  
生存左心室筋の  GSK3β 含量は，術後  2 週および  8 週目の  Sham および  CAL 群
のいずれも同様の値となった  (Figure 14B)．生存左心室筋の  Ser9 リン酸化  GSK3β 含
量は術後  2 週目では対応する  Sham 群のそれと同程度の値を示したものの，術後  8 
週目では対応する  Sham 群のそれの約  50% まで減少した． (Figure 14C)．術後  2 週
目  CAL 群の  Ser9 リン酸化  GSK3β/GSK3β 比は，Sham 群のそれと同程度の値を示
したものの，術後  8 週目の CAL 群では  Sham 群のそれの約  50% に低下した  
(Figure 14D)．  
 
 
Figure 14 Changes in GSK3 contents of the left ventricle in the Sham (open columns) and CAL 
(closed columns) rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. (A) Bands corresponding 
to GSK3 and phosphorylated GSK3p-GSK3. (B) Cardiac GSK3 contents in the Sham and 
CAL animals. (C) Cardiac p-GSK3 contents in the Sham and CAL animals. (D) Ratio of 
p-GSK3 to GSK3. Each value represents the mean ± S.E.M. of 6 animals. *P<0.05 vs. the 






2-1-2-10 心筋梗塞後不全心での  multichaperone complex 構成タンパク質含量の測
定  
術後  8 週目の左心室  HSP90，HSC70，CHIP および  HSP40 含量を  Figure 15 に示
す．  
術後  8 週目  CAL 群の生存左心室筋  HSP90，HSC70，CHIP および  HSP40 含量は，
対応する  Sham 群のそれらのそれぞれ約  200%，120%，170% および  150% に増加し
た．  
 
Figure 15 Changes in multichaperone complex-associated proteins, such as HSP90, HSC70, CHIP, 
and HSP40 contents of the left ventricle in the Sham (open columns) and CAL (closed columns) 
rats at the 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after surgery. Bands corresponding to HSP90, HSC70, 
CHIP, and HSP40 (A) were scanned, and the scanned bands were normalized by GAPDH on the 
same blot. Representative quantified data for protein contents are shown in B to D, respectively. 











2-1-2-11 心筋梗塞後不全心の生存左室心筋での  HSF1-HSP90 間の相互作用  
術後  8 週目の不全心の生存左室心筋での  HSF1-HSP90 間相互作用を免疫沈降およ
び  western immunoblotting で検討した結果を  Figure 16 に示す．  
Anti-HSF1 抗体を用いて得られた沈降物中の  HSF1 含量に対する  HSP90 含量の比  
(HSP90/HSF1) が，術後 8 週目の  CAL 群では  Sham 群のそれの約  300% となった  
(Figure 16B)．Anti-HSP90 抗体を用いて得られた沈降物では，術後 8 週目の  CAL 群
で  HSF1 の  blot 像が観察されたものの，Sham 群では当該バンドが認められなかっ
た  (Figure 16C)．  
 
 
Figure 16 Immunoblotting with anti-HSP90 or anti-HSF1 antibodies after western immunoblotting 
following co-immunoprecipitation with anti-HSF1 (A) or anti-HSP90 (C) antibodies. Each value 






2-1-3 考察  
本研究で作製した心不全モデル動物での熱ショック負荷による心筋  HSP 誘導能を
把握するために，熱ショック負荷後の発現量が顕著に増加する  HSP72 の含量変化に
着目した．術後  2 および  8 週目の  Sham 群の心筋  HSP72 含量は，正常動物のそれ
と同様に，熱ショック負荷後  24 時間目まで経時的に増加した．術後  2 週目の  CAL 
群でも  Sham 群と同様に熱ショック負荷後の  HSP72 誘導が観察された．しかしなが




ック負荷  2 日後の心機能指標は熱ショック負荷前と同様の値を示したものの，HSP72 
誘導能が低下している心不全ラットでは，熱ショック負荷後の心収縮能および心ポン
プ機能は低下したままであった．同時に熱ショック負荷後の  Sham 群の動物の生存率




次に心筋梗塞後不全心での  HSP72 誘導能低下の機序を解明するため，不全心での  
HSP の転写因子  HSF1 の変化について検討した．術後  2 週および  8 週目の  CAL 
群の心筋  HSF1 含量は対応する  Sham 群のそれぞれ約  150% に増加した．この結果
から，HSP72 誘導能が維持されている状態あるいは低下した状態に関わらず，心筋梗
塞後に心筋の  HSF1 は増加することが示された．続いて熱ショック負荷後の  HSF1 
の核移行について検討したところ，術後  2 週および  8 週目の  Sham 群および術後  2 
週目の  CAL 群の核画分の  HSF1 含量は熱ショック負荷後に  Control 群のそれの約  
20 倍に増加したものの，術後  8 週  CAL 群では熱ショック負荷を行なっても増加せ
ず，Control 群と同様の値となった．つまり，不全心の  HSF1 は熱ショックを負荷し
ても細胞質から核へ移行し難いことが示された．  
さらに  HSF1，-actinin および核を三重染色し，心筋細胞  (-actinin 陽性細胞 ) 内
の  HSF1 局在変化について検討した．術後  2 週および  8 週目の  Sham 群および術
後  2 週目の  CAL 群では熱ショック負荷後に  HSF1 の染色像が  DAPI 陽性部位，す
なわち  HSF1 が細胞質から核に移行することが示された．一方，術後  8 週目の  CAL 
群では熱ショックを負荷しても  HSF1 陽性の染色像の核への集積は観察されなかっ
た．これらの結果からも，不全心の心筋細胞で  HSF1 は，熱ショックを負荷しても核
へ移行し難いことが示された．  
HSF1 の転写活性は，そのセリン残基のリン酸化で制御される．HSF1 の  Ser230，
Ser326 および  Ser419 部位がリン酸化されると  HSF1 の転写能は活性化される70,71)． 
その一方で，HSF1 の  Ser303，Ser307 および  Ser308 部位のリン酸化は，その転写能
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を低下させる66,68,72)．さらに，HSF1 の  303 番目のセリン残基をアラニンに置換した
変異体タンパク質は，その転写活性が常に亢進した状態にあることが示されている72)．
そこで  HSF1 活性が抑制された状態にある  Ser303 リン酸化体の量的変化を検討し
た．術後  2 週目の  CAL 群の心筋組織での  Ser 303 リン酸化  HSF1 含量は，対応す
る  Sham 群のそれと比較して約  70% 増加した．術後  8 週目の  CAL 群でこのリン酸
化体はさらに増加し，対応する  Sham 群のそれの約  3 倍量となった．HSF1 の不活
性型が存在するのは，心筋細胞の細胞質画分とされる59,60)．術後  2 週目の  CAL 群で
の心筋細胞質画分の  Ser303 リン酸化  HSF1 含量は，対応する  Sham 群のそれと同様
の値であった．その一方で，術後  8 週目の  CAL 群の  Ser303 リン酸化  HSF1 含量
は対応する  Sham 群のそれの約  5 倍にまで増加した．これらの結果から，不全心の  
HSF1 は不活性型の状態で細胞質に大量に存在していることが示された．つまり，不
全心の  HSF1 のストレス応答性の低下の原因の一つとして，その  Ser303 リン酸化体
増加の関与が考えられた．  
HSF1 の  Ser303 部位は，GSK3 によってリン酸化される 66)．この  GSK3 は  Akt 
によりリン酸化されることで，その活性が抑制的に制御される 73)．そこで，GSK3
および  Akt の変化をこれら酵素タンパク質のリン酸化を指標にして検討した．その結
果，不全心では，Akt の活性型であるリン酸化  Akt の減少に伴い，GSK3のリン酸
化体が減少，すなわち  GSK3 が活性化された．加えて，HSF1 の  Ser307 部位は  
extracellular signal-regulated kinases 1/2 (Erk1/2) によってリン酸化される66)．心筋梗塞
後不全心では，Thr202 あるいは  Tyr204 部位のリン酸化された  Erk1/2 活性化体含量
の増加が示されている74)．つまり，不全心でのこの  Erk1/2 の活性化は  Ser307 部位の
リン酸化を介して  HSF1 の機能を抑制する可能性がある．不全心の  HSF1 は，本実
験で得られた  GSK3活性化による Ser303 部位のリン酸化促進の知見に加え，Erk 活
性化を介した  Ser307 部位のリン酸化促進の知見を考え合わせると，これらリン酸化
反応の亢進により，HSP72 転写活性を促進できない状態にあると考えられた．  
前述したように，不活性型の  HSF1 は，細胞内で  multichaperone complex と呼ばれ
るシャペロン複合体を形成し，細胞質に留まることが知られている 67,68)．つまり，
multichaperone complex は  HSF1 の核への移行を抑制することで，その活性を抑制的
に制御すると考えられている．そこで  HSF1 以外の  multichaperone complex を構成す
るタンパク質 75,76) の  HSP90，HSP40，HSC70 および  CHIP 含量の梗塞心での変化に
ついて検討した．その結果，術後  8 週目の  CAL 群の  HSP90，HSC70，HSP40 およ
び  CHIP 含量は，Sham 群のそれらよりも増加した．これらの結果から，不全心では
HSF1 を含む  multichaperone complex が形成され易い状態にあることが示された．  
HSF1 は  multichaperone complex の中では  HSP90 と直接相互作用している 66,68)．そ
こで，HSF1-HSP90 間の相互作用の変化について検討した．抗  HSF1 抗体による免疫
沈降後の  western immunoblotting では術後  8 週目の  CAL 群の免疫沈降物中の  
HSF1 含量に対する  HSP90含量の比が  Sham 群のそれの約  3 倍まで上昇した．この
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ことから，不全心では  HSF1 が  HSP90と複合体を形成している比率が上昇すること
が示された．  
これらの結果から，不全心の  HSF1 は増加することが示された．同時に，不全心で
は  Ser303 のリン酸化および  multichaperone complex 形成促進より，HSF1 は活性化
され難い状態にあり，熱ショック負荷を行っても核に移行しなかったと考えられた．
不全心でのこの様な  HSF1 の活性化抑制状態が不全心の  HSP 誘導能低下の誘因に
なることが示された  (Figure 17, 8W-CAL)．   
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第二節 心筋梗塞後不全心での  HSP72 誘導能低下への  HSP90 阻害薬の効果  
 
前節では，不全心での  HSF1 のストレス応答性低下の原因として，その不活性化体
増加の関与を示した．正常な細胞ではストレス暴露後に，HSF1 は  multichaperone 
complex から離脱し，HSP の転写を促進させる 67,68)．そこで，心筋梗塞後不全心での  
HSP72 誘導能低下の原因を  HSF1 が  multichaperone complex から離脱できない状態
にあると仮定した．前節で示したように，HSF1 は  multichaperone complex 内で  
HSP90 と直接結合していると考えられている 66,68)．そこで本節では，心筋梗塞後心不
全ラットへの  HSP90 阻害薬投与の効果を検討することとした．  
典型的な  HSP90 阻害薬として  geldanamycin (GA) がある 77,78)．GA は，その癌細胞
の増殖抑制作用から，新規抗癌剤として期待された 79)．しかしながら，GA には，HSP90 
阻害作用以外に強い肝毒性を発揮することが認められたことから 80)，ヒトへの臨床応
用のためにいくつかの  GA 誘導体が開発された 81)．その  GA 誘導体の一つに  
17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) がある．17-AAG は  GA の肝毒性
を大幅に軽減しながら，GA とほぼ同等の  HSP90 阻害活性を発揮する誘導体とされ
82)，新規抗悪性腫瘍薬として初めて臨床試験に進んだ  HSP90 阻害薬である 83-85)．  






2-2-1 実験材料・方法  
2-2-1-1 実験動物  
1-1-1 と同様に実験動物を使用した．  
 
2-2-1-2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
1-1-2 と同様に作製した．  
 
2-2-1-3 心エコー法による心機能の測定  
1-1-3 と同様に測定した．  
 
2-2-1-4 熱ショック負荷による熱ショックタンパク質の誘導  
2-1-1-4 と同様に行った．  
 
2-2-1-5 被験薬の投与計画および実験群  
HSP90 阻害薬  17-Allylamino-17-Demethoxygeldanamycin (17-AAG, LC Laboratories, 
Woburn, MA, USA, Figure 18) は  dimethyl sulfoxide に 5 mg/ml の濃度で溶解し，熱シ
ョック負荷開始  1 時間前に  5 mg/kg の用量で腹腔内投与した．  
Figure 18  Chemical structure of 17-Allylamino-17-Demethoxygeldanamycin 
 
なお、本文中では実験群を以下のように表記する．  
・偽手術：Sham 群  
・偽手術動物に熱ショックを負荷した群：Sham-HS 群  
・偽手術動物に  vehicle を投与した後，熱ショックを負荷した群：Sham-vehicle-HS 群  
・左冠状動脈結紮群：CAL 群  
・左冠状動脈結紮動物に熱ショックを負荷した群：CAL-HS 群  
・左冠状動脈結紮動物に  vehicle を投与した後，熱ショックを負荷した群：
CAL-Vehicle-HS 群  
・左冠状動脈結紮動物に  17-AAG を投与した後，熱ショックを負荷した群：
CAL-AAG-HS 群  




2-2-1-6 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
2-1-1-5 と同様に調製した．  
 
2-2-1-7 Western immunoblotting 
2-1-1-6 と同様に行った．  
 
2-2-1-8 免疫沈降法  
2-1-1-8 と同様に行った．  
 
2-2-1-9 免疫染色  
2-1-1-7 と同様に染色した．  
 
2-2-1-10 統計方法  




2-2-2 結果  
2-2-2-1 心筋梗塞後不全心の  HSF1-HSP90 間相互作用に及ぼす  17-AAG の効果  
術後  8 週目の動物に  vehicle あるいは  17-AAG を投与後熱ショックを負荷し，その
熱ショック負荷終了時点の  HSF1-HSP90 間相互作用について免疫沈降法を用いて検
討した結果を  Figure 19 に示す．  
Anti-HSF1 抗体を用いて得られた沈降物中の  HSP90/HSF1 が，Sham-Vehicle-HS 群
では  Control 群の約  30% となり，CAL-Vehicle-HS 群では約  300% となった．一方，
CAL-AAG-HS 群では  CAL-Vehicle-HS 群のような増加ではなく，Control 群のそれの
約  50% となった．  
 
 
Figure 19 Effects of 17-AAG treatment on the interaction between HSF1 and HSP90 in the Sham 
(open columns) and CAL (closed columns) rats at the end of heat-shock (HS) was examined by 
performing a co-immunoprecipitation assay. Each value represents the mean ± S.E.M. of 4-6 




2-2-2-2 熱ショック負荷後の  HSF1 の細胞内局在に及ぼす  17-AAG の効果  
術後  8 週目の動物への  vehicle あるいは  17-AAG 投与後の熱ショック負荷終了時
点での左室心筋組織の  HSF1 免疫染色像を  Figure 20 に示す．  
CAL-Vehicle-HS 群では心筋細胞の指標となる  -actinin 陽性細胞で  HSF1 が観察
されたものの， DAPI 陽性核への  HSF1 の集積は観察されなかった．一方，
Sham-Vehicle-HS 群および  CAL-AAG-HS 群では，図中矢印で示すように  -actinin 




Figure 20 Effects of 17-AAG treatment on subcellular localization of HSF1 in the 8th weeks Sham 
and CAL animals at the end of heat-shock treatment (HS). Arrows indicate the nuclear localization 




2-2-2-3 心筋梗塞後不全心の  HSP72 誘導能に及ぼす  17-AAG の効果  
術後  8 週目の動物への  vehicle あるいは  17-AAG 投与が熱ショック負荷後の左心
室  HSP72 誘導量に及ぼす効果を  Figure 21 に示す．  
熱ショック負荷後  24 時間目の左心室筋  HSP72 含量は  Sham-Vehicle-HS 群では  
Control 群の約  20 倍まで増加したものの，CAL-Vehicle-HS 群の生存左心室筋ではそ
の増加は観察されなかった．一方，CAL-AAG-HS 群では Sham-HS 群と同レベルまで  
HSP72 が増加した．  
 
 
Figure 21 Effect of 17-AAG treatment on the induction of HSP72 in the 8th weeks Sham (open 
columns) and CAL (closed columns) rats at 24 hr following an exposure to heat-shock (HS). Each 






2-2-2-4 熱ショック負荷後の心機能に及ぼす  17-AAG の効果  
左冠状動脈結紮後  8 週目の心不全ラットへの  vehicle あるいは  17-AAG 投与が熱
ショック負荷  2 日後の心機能に及ぼす効果を  Table 4 に示す．  




Table 4 Effects of 17-AAG treatment on the echocardiographic parameters of the 8th week 
coronary artery-ligated (8W-CAL) rats before and after an exposure to heat-shock 
     
 8W-CAL 
Vehicle 17-AAG 
 Before After % change Before After % change
M-mode 
LVIDd (mm) 10.07±0.22 10.35±0.37 2.78 9.95±0.07 10.01±0.1 0.62 
LVIDs (mm) 9.1±0.26 9.46±0.28* 4.00 8.84±0.05 8.9±0.09 0.63 # 
FS (%) 11.8±0.8 8.8±0.3* -24.87 11.1±0.4 11.1±0.3 -0.09 # 
ESV (l) 756.4±64.4 848.5±74* 12.18 691.1±12.4 704.8±20.5 1.92 # 
EDV (l) 1063±103 1094±74 3.54 985±22 1004±30 1.94 
EF (%) 30.8±3.4 23.7±1.9* -22.39 29.8±0.9 29.8±0.8 0.28 # 
                  
D-mode 
HR (bpm) 408±3 403±10 -1.21 405±2 408±4 0.77 






274±4* -12.37 308±2 318±4 
 
3.69 # 






0.7±0.03 -7.29 0.76±0.01 0.78±0.02 
 
2.93 # 
PAAT (msec)   11.4±0.6  12.7±0.4 11.19 11.2±0.2 11.4±0.2  1.81 # 
LV E/A ratio 2.14±0.04 2.44±0.07* 14.15 2.14±0.02 2.15±0.01 0.48 # 
LV Tei index  1.07±0.04 1.35±0.06* 26.21 1.06±0.04 1.09±0.03 3.20 # 
 RV Tei index    0.72±0.01  0.89±0.04* 23.96 0.72±0 0.73±0.01  1.40 # 
Each value represents the mean±S.E.M. of 3-5 animals.  *P<0.05 vs. Before groups. #P<0.05 vs. 
Vehicle group.  
47 
 
2-2-2-5 熱ショック負荷後の生存率に及ぼす  17-AAG の効果  
左冠状動脈結紮後  8 週目の心不全ラットへの  vehicle あるいは 17-AAG 投与が熱
ショック負荷後の生存率に及ぼす効果を  Figure 22 に示す．  
熱ショック負荷後  4 日目までに  Vehicle 投与群は全動物が死亡した．一方，17-AAG 
投与群では熱ショック負荷後  7 日目までの生存率は  80% であった．  
 
 
Figure 22 Effects of treatment with (open symbols) and without 17-AAG (closed symbols) on 





2-2-3 考察  
本節では心不全ラットの心筋  HSP72 誘導能低下への  17-AAG の効果を検討した．
本節の初めで述べたように，17-AAG は，GA よりも細胞毒性が低いことを特徴とす
る  HSP90 阻害薬である 82)．17-AAG の  HSP90 阻害作用は，ヒト由来の培養細胞を
用いた実験で  nM レベルの低濃度から発揮される 86)．本実験では，HSF1-HSP90 間相
互作用への  17-AAG の効果を免疫沈降法で評価した．熱ショック負荷後の不全心では， 
HSP90-HSF1 複合体形成レベルの低下は観察されなかった．その一方で，心不全動物
への  17-AAG 投与により，この値は低下した．このことから  17-AAG 投与により不
全心筋で  HSF1 が  HSP90 から離脱したことが示された．  
次に，不全心での熱ショック負荷後の  HSF1 の核移行を免疫染色法で把握した．熱
ショック負荷後の  Sham 群では，心筋細胞  (-actinin 陽性細胞) の核  (DAPI 陽性部
位) に  HSF1 の集積が観察された．一方，熱ショック負荷後の不全心で  HSF1 は心筋
細胞中に存在していたものの，熱ショック暴露後の核への集積は観察されなかった．
対照的に  17-AAG 処置群で  HSF1 は，熱ショック暴露後に  Sham 群と同様に心筋細
胞核へ集積した．そこで，不全心での熱ショック負荷後の  HSP72 誘導能に対する
17-AAG の効果について検討したところ，17-AAG 処置群の心筋  HSP72 含量は  Sham 
群と同様のレベルまで増加した．これらの結果から，心不全ラットへの  17-AAG 投与
は，心筋組織での  HSF1 のストレス応答性を回復させ，HSP72 誘導を促進させるこ
とが示された．  
17-AAG は  HSP90 阻害以外の作用として，Erk1/2 の活性化を抑制  (不活化) するこ
とが報告されている 70)．前述したように  HSF1 は  Erk1/2 により，その  Ser307 部位
がリン酸化されることで不活化される 66)．このことから，本実験で行った  17-AAG の
投与は，Erk1/2 を介した  HSF1 の不活化を抑制することで  HSP72 の誘導能を上昇さ
せている可能性も考えられる．    
次に，心不全ラットへの熱ショック負荷後の心機能に及ぼす  17-AAG の効果につい




さらに，心不全ラットへの熱ショック負荷後の生存率に及ぼす  17-AAG の効果につい
て検討したところ，Vehicle 処置した心不全群では熱ショック負荷後  4 日目までに全
例が死亡したのに対し，17-AAG 処置群では熱ショック負荷後  7 日目までの生存率が  
80% となった．  
これらの結果から，心不全ラットへの  17-AAG 投与は，multichaperone complex か
らの  HSF1 の離脱を惹起し，熱ショック負荷後の  HSP72 誘導能を回復させると考え
られた．加えて，この  17-AAG 投与による  HSP72 誘導能の回復が，熱ショック負荷
後の心機能低下および生存率を改善させることも示した．   
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その一方で，前述したように  HSF1 は  HSP72 以外の  HSP の発現も制御することか
ら，17-AAG の投与は  HSP72 以外の  HSP の発現量も増加させると考えられる．し
たがって，本実験で観察された，17-AAG 投与による熱ショック負荷後の心機能低下
の抑制作用は，HSF1 によって発現制御される様々な  HSP の発現増加による多面的
な作用の寄与も推察される．   
 
Figure 23 Effects of 17-Allylamino-17-Demethoxy- geldanamycin (17-AAG) treatment on 
heat-shock response in the failing rat heart. 
Abbreviations: CHIP, carboxyl-terminus of HSC70 interacting protein; 17-AAG, 





1. 心筋梗塞後  2 週目では，HSP72 誘導能が  Sham 群と同程度に保持されていたのに
対し，心筋梗塞後  8 週目の不全心では，HSP72 誘導能が著しく低下した．  
 
2. 心筋梗塞後  8 週目の不全心では，HSP の転写因子の  HSF1 量自体は増加している
ものの，その多くは細胞質画分に存在していた．  
 
3. 心筋梗塞後  8 週目の不全心の  HSF1 は熱負荷を行っても核に移行しにくいこと
が示唆された．  
 
4. 心筋梗塞後  8 週目の不全心では  HSF1 不活性化体の  Ser303 リン酸化  HSF1 が
増加した．  
 
5. 心筋梗塞後  8 週目の不全心では  HSF1 の活性抑制複合体の  multichaperone 
complex 構成タンパク質含量が増加した．  
 
6. 心筋梗塞後  8 週目の不全心では  HSP90-HSF1 間相互作用が増加した．  
 
7. HSP90 阻害薬の  17-AAG の投与は不全心への熱ショック負荷後の  HSP90-HSF1 





以上の本章では，不全心の  HSP 誘導能低下に，HSF1 の  Ser303 のリン酸化および  
multichaperone complex 形成促進が関与する可能性を示した．さらに，心不全ラット
への  17-AAG 投与は，multichaperone complex からの  HSF1 の離脱を惹起し，熱ショ




第三章 心筋梗塞後からの  HSP 誘導薬  geranylgeranylacetone 投与の効果  
 
第一章で，心筋梗塞後不全心では，ストレス下にも関わらず  HSP 発現を亢進した状
態が維持できないという知見を得た．このことから，不全心での  HSP の減少が心筋
梗塞後の心機能低下，つまり心不全への移行に関与することが推測された．さらに第
二章では，心筋梗塞後不全心での  HSP 誘導能低下が  HSP90 阻害薬の投与で改善さ
れることを示した．しかしながら，HSP90 も分子シャペロンの一つであり様々なタン
パク質と相互作用することでその安定化に寄与していること 87,88)，さらに  17-AAG で
は大幅に軽減されているものの，GA 誘導体はそれ自身が肝毒性を持つことから 89-91)，
心不全治療薬として  GA 誘導体を長期的かつ持続して投与することは困難である．そ
こで本章では，第一章および第二章の実験結果を鑑みて，心筋梗塞後まだストレス応
答性が低下していない代償期  (心筋梗塞後  2 週目) からの  HSP 誘導の効果について
検討した．  
代表的な  HSP の発現誘導法として，第二章で用いた高熱  (heat-shock) 負荷がある
64,92)．しかしながら，この方法は生体の体温を亜致死的レベル  (sublethal level) まで上
昇させることで  HSP を発現誘導させるため，実施後の動物への高温暴露による傷害
は不可避である 64,92)．近年，geranylgeranylacetone (GGA) に  HSP 誘導能のあること
が発見された 93)．GGA は胃炎・胃潰瘍治療薬で，重篤な有害作用の少ないことがそ
の特徴である．本実験では，動物に傷害を与えず，梗塞心で持続的に  HSP の発現量
を増加させることを目的にして  GGA の経口投与を行った．  
さらに，心筋梗塞後の心機能低下の一因と考えられている心筋組織のミトコンドリ
アエネルギー産生能の低下におよぼす  GGA 投与の効果について検討した．心臓はポ
ンプ機能を発揮するために，膨大なエネルギー  (ATP) を要求する．この  ATP は心筋
細胞に豊富に存在するミトコンドリアの酸化的リン酸化で供給される．ヒト不全心で
は心筋組織  ATP 含量の減少が報告された 94,95)．心筋梗塞後心不全ラットを用いた動




にされていない．Small HSP の  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 は細胞へのストレス
に応答してミトコンドリアに移行し，ストレス性の障害からミトコンドリアを保護す
ることが推測されている 96-98)．しかしながら，心筋梗塞後の心筋  small HSP の細胞内
の動態は不明である．そこで，心臓が心筋梗塞後から心不全に陥る過程でのミトコン





3-1 実験材料・方法  
3-1-1 実験動物  
1-1-1 と同様に実験動物を使用した．  
 
3-1-2 ラット心筋梗塞モデルの作製  
1-1-2 と同様に作製した．  
 
3-1-3 被験薬の投与計画および実験群  
HSP 誘導薬である  geranylgeranylacetone (GGA, Eisai Co., Ltd., Tokyo, Japan, Figure 
24) を術後  2 週目から  8 週目までの  6 週間，CAL ラットあるいは  Sham ラットに  
1 日  1 回経口投与した．GGA は  5% アラビアゴム溶液中に  100 mg/mL の濃度に懸
濁して用いた．GGA の投与量は  200 mg/kg/day とした．なお，GGA の代わりに  5% ア







・偽手術群：Sham 群  
・偽手術動物に  vehicle を投与した実験群：Sham-Vehicle 群  
・偽手術動物に  GGA を投与した実験群：Sham-GGA 群  
・左冠状動脈結紮群：CAL 群  
・左冠状動脈結紮動物に  vehicle を投与した実験群：CAL-Vehicle 群  
・左冠状動脈結紮動物に  GGA を投与した実験群：CAL-GGA 群  
・正常動物群：Control 群  
 
3-1-4 心エコー法による心機能の測定  
1-1-3 と同様に測定した．  
 
3-1-5 心臓および肺の組織重量の測定  
1-1-4 と同様に測定した．  
 
3-1-6 心筋ミトコンドリア酸素消費速度の測定  
心筋脱膜化標本  (skinned fiber) を用い，ミトコンドリア酸素消費速度を測定した 46)．
心臓を摘出し，氷冷した  Solution A (10 mM Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid, 
dipotassium salt, dihydrate [EDTA-2K], 3 mM MgSO4, 20 mM taurine, 20 mM imidazole, 
Figure 24  Chemical structure of geranylgeranylacetone 
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83.5 mM 3-Morpholinopropanesulfonic acid [MOPS], pH 7.0) の中で付着した血液を洗い
落とした後，RV，Sep，LV (CAL ラットは  viable LV, Sham ラットおよび  naïve ラッ
トは  LV) を単離した．McIlwain Tissue Chopper (Mickle Lab. Engineering Co., NY, USA) 
で  LV および  Sep を縦  0.4 mm，横  0.5 mm，高さ 1.0 mm に，RV を縦  0.4 mm，横  0.5 
mm に細切した．これを  5 mM ATP，15 mM creatine phosphate (CP)，82.4 g/ml サポ
ニンを含む  Solution A 中へ移し，20 分間インキュベートし，skinned fiber を作製し
た．さらに，サポニンを除去するために，skinned fiber を  Solution B (10 mM EDTA-2K, 
3 mM MgSO4, 20 mM taurine, 20 mM imidazole, 78.5 mM MOPS, 0.5% BSA) 中で  10 分
間インキュベートした．全ての操作は  4℃で行われた．その後，BSA を含まない  
Solution B で満たされたセルに  skinned fiber を適量入れ，インキュベーションを開始
した．セル中の  skinned fiber はマグネチックスターラー上で，常に一定の回転速度で
撹拌された．Skinned fiber の心筋酸素消費速度を  Clark 型  polarograph DO/O2 センサ
ー  (Oxygraph 8, Central Kagaku, Tokyo, Japan) で測定した．セル中に呼吸基質を添加し
た時の酸素消費速度を  V0 (baseline) とし，続いて  1 mM ADP と  7.5 mM creatine を
添加したときの最大酸素消費速度を  Vmax とした．Vmax と  V0 の差を  ADP によって
促進された酸素消費速度  (ミトコンドリアが  ATP を再生産するための酸素消費速度) 
とした．測定後，skinned fiber を  2 M NaOH で可溶化し，Bradford 法 52)を用いてタ
ンパク定量を行った．ミトコンドリアの酸素消費速度は，単位タンパク量  (mg) あた
りの酸素消費速度として表した．ミトコンドリアの呼吸基質として，5 mM glutamate + 
5 mM malate，5 mM succinate ＋  0.5 M rotenone (Sigma-Aldrich)，5 mM ascorbate ＋  
250 M N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD; 




Figure 25 Mitochondrial electron transport chain and electron flow. Glutamate/malate, succinate and 
ascorbate/TMPD was used to measure mitochondrial oxygen consumption rate as substrate for 
complex I, complex II and cytochrome c/complex IV, respectively. 
Abbreviations: I, complex I; II, complex II; III, complex III; IV, complex IV; Q, coenzyme Q; C, 
cytochrome c; TMPD, N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
 
3-1-7 Western immunoblotting 用試料溶液の調製  
組織重量測定後，CAL ラットでは梗塞周辺部の  viable LV を，一方，Sham ラット
では  LV を各  7 分間細切した後，組織重量の  5 倍量の  Homogenate buffer を加え，
ポッターホモジナイザー  (AS ONE) でホモジナイズ  (1000 rpm, 25 秒間 , 5 回) した．
次にホモジネートの一部を遠心分離  (1000 ×g, 4℃ , 10 分間) し，その上清を再び遠心
分離  (13000 ×g, 4℃ , 20 分間) した．得られた沈渣は  Homogenate buffer を加えて再懸
濁し，遠心分離  (8000 ×g, 4℃ , 20 分間) した．得られた沈渣に  Homogenate buffer を
加えて再懸濁し，これをミトコンドリア画分とした．組織ホモジネートには最終濃度
が  2% となるように  20% SDS を加え，ミトコンドリア画分には最終濃度が 1% とな
るように 10% SDS を加えた後，5 分間  2 回煮沸し，タンパク質を可溶化した．タン
パク質量は  Bradford 法 52) を用いて測定した後，タンパク質の最終濃度が  2 g/l と
なるように  Sample buffer を加え，5 分間  2 回煮沸し  western immunoblotting 用の試
料とした．  
 
3-1-8 Western immunoblotting 
1-1-7 と同様に行った．  
 
3-1-9 統計方法  
1-1-9 と同様に統計処理を行った．   
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3-2 結果  
3-2-1 左冠状動脈結紮後の左心室 HSP 含量に及ぼす  geranylgeranylacetone 投与の
効果  
左冠状動脈結紮後の左心室  HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 含量の変化に及
ぼす  GGA 投与の効果を  Figure 26 に示す．  
HSP72 含量は，術後  2 週目の  CAL 群で対応する  Sham 群のそれの約  150% とな
った．術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  HSP72 含量は対応する Sham 群のそれと同
様の値となり，CAL-GGA 群では対応する  Sham 群のそれの約  160% となった．この
CAL-GGA 群の値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  170% となった．(Figure 26B) 
HSPB1 含量は，術後  2 週目の  CAL 群で対応する  Sham 群のそれの約  140% とな
った．術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  HSPB1 含量は対応する Sham 群のそれと同
様の値となり，CAL-GGA 群では対応する Sham 群のそれの約  130% となった．この
CAL-GGA 群の値は，CAL-Vehicle 群のそれの約  150% となった．(Figure 26C) 
HSPB5 含量は，全群で同様の値となった．(Figure 26D) 
HSPB8 含量は，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群では  Sham-Vehicle 群のそれの約  
70%，CAL-GGA 群では  Sham-GGA 群の約  120% であり，この  CAL-GGA 群の値は  

































Figure 26 Effect of geranylgeranylacetone (GGA) treatment on changes in the left ventricular HSP72, 
HSPB1, HSPB5 and HSPB8 contents of the Sham and CAL rats. Representative immunoblot 
images for total homogenates (A) and semi-quantified data (B-E) of the viable left ventricle from 
Sham (open columns) and CAL rats (hatched columns) at 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after 
surgery. Each rat was treated with vehicle or GGA from the 2nd to the 8th week after surgery. Each 
protein bands of HSPs were normalized to the corresponding GAPDH band. Each value represents 
the mean±S.E.M. of 6 animals. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. 










3-2-2  左 冠 状 動 脈 結 紮 後 の 体 重 お よ び 組 織 重 量 の 変 化 に 及 ぼ す  
geranylgeranylacetone 投与の効果  
左冠状動脈結紮後の体重および組織重量の変化に及ぼす  GGA 投与の効果を  Table 
5 に示す．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  BW は  Sham-Vehicle 群のそれの約  90% であっ
た．一方，CAL-GGA 群の  BW は  Sham-GGA 群のそれと同程度となった．この
CAL-GGA 群の  BW 値は  CAL-Vehicle 群のそれの約  116% の高値となった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の心重量  (HW) は  Sham-Vehicle 群のそれの約  
127% であった．CAL-GGA 群の  HW は  Sham-GGA 群のそれの約  120% であった． 
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  HW/BW は，Sham-Vehicle 群のそれの約  143%に
上昇した．CAL-GGA 群の  HW/BW は  Sham-GGA 群のそれの約  124% であった．こ
の  CAL-GGA 群の  HW/BW 値は  CAL-Vehicle 群のそれの約  92% の低値となった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LVW/BW は  Sham-Vehicle 群のそれと同程度で
あった．その一方で，CAL-GGA 群の  LVW/BW は  Sham-GGA 群のそれの約  83% で
あり，この  CAL-GGA 群の  LVW/BW 値は  CAL-Vehicle 群と比較して差はなかった． 
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  SepW/BW は  Sham-Vehicle 群のそれの約  163% 
に上昇した．CAL-GGA 群の  SepW/BW は  Sham-GGA 群のそれの約  190% となり，
この  CAL-GGA 群の値は  CAL-Vehicle 群と比較して差はなかった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LungW/BW は  Sham-Vehicle 群のそれの約  336%
に上昇した．CAL-GGA 群の  LungW/BW は  Sham-GGA 群のそれの約  243% に上昇
し，この  CAL-GGA 群の値は  CAL-Vehicle 群のそれの約  70% の低値となった．  
なお，GGA 投与による梗塞巣サイズの変化は観察されなかった．   
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Table 5  Tissue parameters of the sham-operated (Sham) and coronary artery-ligated (CAL) 




   Sham CAL Sham CAL Sham CAL 
BW (g) 242±3 224±3 * 317±5 281±5 * 337±7 325±7 # 
                 
 Infarct size (%)  N.D.  42.5±0.7 N.D. 43.6±0.7 N.D.  43.0±0.8 
           
Tissue weight 
LVW (mg) 339±9 328±14 429±10 361±8 * 504±17 408±13 * 
LVW/BW (mg/g) 1.4±0.04 1.46±0.06 1.35±0.03 1.29±0.03 1.5±0.05 1.25±0.03 *
SepW (mg) 134±4 153±7 135±8 197±8 * 132±9 243±9 *# 
SepW/BW (mg/g) 0.55±0.01 0.68±0.03 0.43±0.03 0.70±0.03 * 0.39±0.02 0.74±0.03 *
RVW (mg) 129±5 208±9 * 159±11 358±13 * 175±13 326±13 * 
RVW/BW (mg/g) 0.53±0.02 0.92±0.04 * 0.50±0.03 1.28±0.04 * 0.52±0.03 1.00±0.04 *#
HW (mg) 601±11 689±12 * 723±10 917±16 * 812±28 977±22 * 
HW/BW (mg/g) 2.48±0.04 3.06±0.04 * 2.28±0.02 3.36±0.05 * 2.41±0.06 3.00±0.07 *#
LungW (mg) 809±12 2006±87 * 954±33 2844±85 * 981±41 2298±119 *#
 LungW/BW (mg/g)  3.35±0.07  8.93±0.44 * 3.01±0.11 10.11±0.21 * 2.91±0.09  7.07±0.45 *#
Each value represents the mean±S.E.M. of 8 animals. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. 
#P<0.05 vs. CAL-Vehicle group.  
Abbreviations: BW, body weight; LVW, left ventricular weight; SepW, septal weight; RVW, right 
ventricular weight; HW, heart weight; LungW, lung weight  
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3-2-3 左冠状動脈結紮後の心エコー指標の変化に及ぼす  geranylgeranylacetone 投与
の効果  
左冠状動脈結紮後の心エコー指標の変化に及ぼす  GGA 投与の効果を  Table 6 に示
す．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LVIDd および  LVIDs は，Sham-Vehicle 群のそれ
ぞれ約  160% および  289%，CAL-GGA 群のそれらは  Sham-GGA 群のそれぞれ約  
176% および  336% と高値となった．CAL-GGA 群のこれらの値は  CAL-Vehicle 群の
それらと比較して差はなかった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  FS は，Sham-Vehicle 群のそれの約  17% に減少し
た．CAL-GGA 群の  FS は，Sham-GGA 群のそれの約  28% となった．CAL-GGA 群
の  FS 値は  CAL-Vehicle 群のそれの約  180% となった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  CO index は，Sham-Vehicle 群のそれの約  72%に
低下した．CAL-GGA 群の  CO index は，Sham-GGA 群のそれと同程度の値となった．
この  CAL-GGA 群の  CO index は，CAL-Vehicle 群のそれの約  143% の高値となった． 
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  PAAT は，Sham-Vehicle 群のそれの約  36% に低
下した．CAL-GGA 群の  PAAT は，Sham-GGA 群のそれの約  82% となった．この  
CAL-GGA 群の  PAAT は，CAL-Vehicle 群のそれの約  214% の高値となった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LV E/A ratio は， Sham-Vehicle 群のそれの約  
164% に上昇した．一方，CAL-GGA 群の  LV E/A ratio は，Sham-GGA 群のそれと同
程度の値となった．この  CAL-GGA 群の  LV E/A ratio は，CAL-Vehicle 群のそれの約  
66% であった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LV Tei index は，Sham-Vehicle 群のそれの約  
359% に増加した．CAL-GGA 群の  LV Tei index は，Sham-GGA 群のそれの約  209% 
となった．この  CAL-GGA 群の  LV Tei index は，CAL-Vehicle 群のそれの約  58% で
あった．  
術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  RV Tei index もまた，Sham-Vehicle 群のそれの約  
390% に増加した．CAL-GGA 群の  RV Tei index は，Sham-GGA 群のそれの約  167% 





Table 6 Echocardiographic parameters of the sham-operated (Sham) and coronary 




  Sham CAL Sham CAL Sham CAL 
M-mode 
LVIDd (mm) 5.63±0.09 9.04±0.15* 6.10 ±0.13 9.73 ±0.14* 5.68 ±0.08  10.00 ±0.17*
LVIDs (mm) 2.83±0.08 7.39±0.13* 3.07 ±0.10 8.86 ±0.13* 2.52 ±0.13  8.46 ±0.12* 
FS (%) 49.9±0.8 18.8±0.9* 49.66 ±1.05 8.66 ±0.88* 55.46 ±1.84  15.52 ±0.66*#
EF (%) 87.3±0.6 46.2±1.8* 87.1 ±0.8 24.2 ±2.2* 90.9 ±1.2  39.5 ±1.3*# 
                    
D-mode 
HR (bpm) 399±2 410±8 396 ±3  391 ±22 407 ±9  374 ±5  
 
CO index 
(l/min/g)  408±4  405±3 405 ±9  290 ±9* 417 ±14   415 ±15# 
SV index (μl/g) 1.03±0.01 0.99±0.02 1.02 ±0.02 0.75 ±0.05* 1.03 ±0.04  1.11 ±0.06# 
PAAT (msec)   29.8±0.6  22.0±1.3* 29.7 ±0.5 10.8 ±1.5* 28.3 ±1.2   23.1 ±0.8*# 
LV E/A ratio 1.51±0.04 1.83±0.05* 1.54 ±0.06 2.52 ±0.14* 1.59 ±0.13  1.66 ±0.09# 
LV Tei index  0.34±0.03 0.63±0.05* 0.34 ±0.04 1.22 ±0.12* 0.32 ±0.06  0.67 ±0.03*#
  RV Tei index    0.22±0.03  0.46±0.04* 0.20 ±0.05 0.78 ±0.04* 0.21 ±0.06   0.45 ±0.06# 
Each value represents the mean±S.E.M. of 8 animals. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. 
#P <0.05 vs. CAL-Vehicle group.  
Abbreviations: LVIDd, left ventricular internal diameter end-diastole; LVIDs, left ventricular 
internal diameter end-systole; FS, fractional shortening; EF, ejection fraction; HR, heart rate; CO 





3-2-4  左 冠 状 動 脈 結 紮 後 の 左 心 室 ミ ト コ ン ド リ ア  HSP 含 量 に 及 ぼ す  
geranylgeranylacetone 投与の効果  
左冠状動脈結紮後の左心室ミトコンドリア画分の  HSPB1，HSPB5，リン酸化  HSPB5 
および  HSPB8 含量の変化に及ぼす  GGA 投与の効果を  Figure 27 に示す．  
HSPB1 含量は，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群では  Sham-Vehicle 群の約  50%，
CAL-GGA 群では  Sham-GGA 群のそれの約  200% となった．この  CAL-GGA 群の  
HSPB1 含量は  CAL-Vehicle 群のそれの約  400% であった．(Figure 27B) 
HSPB5 含量は，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群では  Sham-Vehicle 群の約  230%，
CAL-GGA 群では  Sham-GGA 群のそれの約  130% となった．この  CAL-GGA 群の
HSPB5 含量は  CAL-Vehicle 群のそれの約  70% であった．(Figure 27C) 
Ser59 リン酸化  HSPB5 含量は，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群では  Sham-Vehicle 
群の約  50%，CAL-GGA 群では  Sham-GGA 群の約  150% となった．この  CAL-GGA 
群の値は  CAL-Vehicle 群のそれの約  300% であった．(Figure 27D) 
HSPB8 含量は，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群では  Sham-Vehicle 群の約  50%，
CAL-GGA 群では  Sham-GGA 群の約  135% となった．この  CAL-GGA 群の HSPB8 


































Figure 27 Effect of geranylgeranylacetone (GGA) treatment on changes in mitochondrial HSPB1, 
HSPB5, p-HSPB5 and HSPB8 contents of the Sham and CAL rats. Representative immunoblot 
images for mitochondrial fraction (A) and semi-quantified data (B-E) of the viable left ventricle 
from Sham (open columns) and CAL rats (hatched columns) at 2nd (2W) and 8th (8W) weeks after 
surgery. Each rat was treated with vehicle or GGA from the 2nd to the 8th week after surgery. Each 
protein bands of HSPs were normalized to the corresponding COX IV band. Each value represents 
the mean±S.E.M. of 6 animals. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. #P<0.05 vs. 











geranylgeranylacetone 投与の効果  
左冠状動脈結紮後の心筋ミトコンドリア酸素消費速度の変化に及ぼす  GGA の効果
を  Table 7 に示す．  
グルタミン酸およびリンゴ酸を呼吸基質に用いた場合，つまり電子伝達系酵素複合体
Ⅰを介する経路での心筋ミトコンドリア酸素消費速度は，術後  2 週目の  CAL 群では
対応する  Sham 群と同様の値となったものの，術後  8 週目の  CAL-Vehicle 群の  LV 
で は  Sham-Vehicle 群 の そ れ の 約  70% に 低 下 し た ． 一 方 ， CAL-GGA 群 で は  
Sham-GGA 群のそれの約  90% となった．この  CAL-GGA 群の心筋ミトコンドリア酸
素消費速度は  CAL-Vehicle 群と比較して約  125% の高値となった．  
コハク酸あるいはアスコルビン酸 /TMPD を呼吸基質に用いた場合の心筋ミトコン
ドリア酸素消費速度は，各群間で  GGA 処置および未処置に関わらず同様の値となっ
た．  
 
Table 7  Mitochondrial oxygen consumption rate of the sham-operated (Sham) and coronary 




   Sham CAL Sham CAL Sham CAL 
Glutamate/malate 53.8±1.9 51.9±3.7 51.5±0.6 37.5±2.5 * 54.9±0.9 49.7±1.4 #
Succinate 83.8±3.4 83.0±2.8 82.0±4.2 79.6±2.9 85.2±1.9 79.2±2.3 
Ascorbate/TMPD 243.0±12.3 210.7±7.9 215.7±8.5 264.1±4.9 268.7±9.5 264.3±4.8
            (nano atom O/min/mg protein) 
Each value represents the mean ± S.E.M. of 6-8 animals. *P<0.05 vs. the corresponding Sham groups. 
#P<0.05 vs. CAL-Vehicle group.  




3-3 考察  
本実験では，術後  2 週目以降  8 週目まで，1 日あたり  GGA 200 mg/kg を経口投与
した．まず，GGA の投与が心筋組織  HSP 含量および心機能に及ぼす効果を検討した． 
GGA は，様々な分子種の  HSP を誘導することが知られている 93)．その詳細な機序は
明らかにされていないものの，GGA は  HSF1 の活性化を介して  HSP の発現を誘導
すると推測されている 93)．そこで，HSF1 によって発現が制御されている  HSP の  
HSP72，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 の左心室心筋組織での含量を測定した．その
結果，術後  8 週目の  CAL-GGA 群では，術後  2 週の時点からの  HSP72，HSPB1，
および  HSPB8 含量の減少が抑制された．併せて，GGA 投与後の心機能の評価を行
ったところ，術後  8 週目の  CAL-GGA 群では， CAL-Vehicle 群で観察された心機能
低下が改善された．すなわち，CAL 群では，GGA 投与により心ポンプ機能が維持さ
れることが示された．  
さらに組織学的指標の変化について検討したところ，術後  8 週目の  CAL-GGA 群で
は，体重が  CAL-Vehicle 群と比較して高値となり  Sham-GGA 群のそれと同程度とな




薄化の軽減が，心筋梗塞後  8 週目の  GGA 投与群での心ポンプ機能の維持に寄与し
ていると考えられた．  
これらの結果から，術後  2 週目でのこれら  HSP 含量の増加した状態が  GGA 投与
により維持された．これと並行して代償期の心機能も維持され，心筋梗塞後の心不全
への進展が抑制されたと考えられた．  
前述したように，small HSP の  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 は細胞へのストレス
に応答してミトコンドリアに移行し，ストレスからミトコンドリアを保護することが
推測されている 96-98)．加えて，HSPB1 をノックダウンされたマウス胎仔由来線維芽
細胞および  HSPB8 をノックアウトされたマウス心臓では，ミトコンドリアエネルギ
ー産生能の低下が示されている 28,99)．さらに，HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 の変異
体は，神経細胞あるいは心筋細胞でミトコンドリア機能障害を引き起こすことが明ら
かにされている 100-103)．これらのことから，small HSP はミトコンドリア機能と密接に
関わるものと推察される．そこで，心筋梗塞後のミトコンドリアエネルギー産生能お
よび左心室筋ミトコンドリアでの  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 含量について検討
した．その結果，ミトコンドリアエネルギー産生能が維持されている心筋梗塞後  2 週
目では，ミトコンドリア  HSPB1，HSPB5 および  HSPB8 含量が対応する  Sham 群の
それよりも増加した．その一方，ミトコンドリアエネルギー産生能が低下した心筋梗
塞後  8 週目の不全心では，HSPB1 および  HSPB8 含量が減少し，逆に  HSPB5 含量




画分での  Ser59 リン酸化  HSPB5 含量を測定したところ，心筋梗塞後  2 週目では対
応する  Sham 群と比較して増加していたのに対し，心筋梗塞後  8 週目の不全心では
逆に減少していた．さらに，ミトコンドリアの  subfraction を用いた予備検討では，
これらの  small HSP は心筋梗塞後  2 週目では，電子伝達系酵素複合体が存在するミ
トコンドリア内膜で増加するのに対し，不全心では減少した  (data not shown)．加えて，
共免疫沈降法を用いた予備検討では，これらの  small HSP が，電子伝達系酵素タンパ
ク質と直接相互作用することも示唆した  (data not shown)．  
これらの結果から，心筋梗塞後  2 週目の心筋ミトコンドリア画分での  HSPB1，Ser59 
リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 含量の増加が，心筋梗塞後のミトコンドリアエネル
ギー産生能の保持に関与すると考えられた．つまり，心筋梗塞後  8 週目のミトコンド
リア画分での  HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 含量の減少が，不全心
でのミトコンドリアエネルギー産生能の低下に関与する可能性が示された．  
次に，GGA 投与後の左心室筋ミトコンドリア画分での  HSPB1，HSPB5，Ser59 リン
酸化  HSPB5 および  HSPB8 含量を測定した．その結果，術後  8 週目の  CAL-GGA 群
では，CAL-Vehicle 群で観察された  HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 
含量の減少が抑制された．これらのことから，GGA により誘導された  HSPB1 およ
び  HSPB8 に加え，活性化された  HSPB5 がミトコンドリアに移行したと考えられた． 
さらに，GGA 投与後のミトコンドリアエネルギー産生能について検討した．術後  8 
週目の  CAL-GGA 群のミトコンドリア酸素消費速度は，CAL-Vehicle 群で観察された
活性低下が軽減され，正常心臓のそれと同様の値が維持された．これらの結果から，




た．加えて，最近の  in vitro の研究で詳細な機序は不明であるものの，GGA 投与に
よる心筋細胞内での  HSP72 の増加が，mitochondrial ATP-sensitive potassium (mitoKATP) 
channel を開口させ，虚血 /再灌流障害からミトコンドリアを保護する可能性が提示さ
れている 106)．これらのことから，本研究の  GGA 投与により心筋組織で増加した  
HSP72 についても同様のミトコンドリア保護作用を発揮している可能性がある．心筋
梗塞後の  GGA 投与は，心筋組織での  HSP の発現誘導および  small HSP のミトコン
ドリアでの減少抑制を介してミトコンドリア機能低下を抑制し，術後  8 週目の時点で
も心機能維持に必要な  ATP 供給能を保持させたと考えられた．   
以上のことから，HSP 誘導薬  GGA の投与は心筋梗塞後の心不全への進展を抑制す
ることが示された．さらに  GGA 投与の効果の一つとして，心筋梗塞後不全心のミト






Figure 28 Schematic representation of changes in mitochondrial HSPB1, HSPB8 and 
phosphorylated HSPB5 in the infarcted heart of geranylgeranylacetone (GGA) treated rat. 






1. 心筋梗塞後  2 週目以降の  GGA 投与で  8 週目の時点までの心筋組織  HSP72，
HSPB1 および  HSPB8 含量の減少が抑制された．  
 
2. GGA 投与により，心筋梗塞後  2 週目以降の拡張能および収縮能の低下が軽減され，
さらに，心ポンプ機能が維持された．  
 
3. 心筋梗塞後  2 週目ではミトコンドリア  HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  
HSPB8 含量が対応する  Sham 群と比較して増加した．心筋梗塞後  8 週目の不全心
では，HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 含量が減少した．  
 
4. 心筋梗塞後  2 週目ではミトコンドリア  HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  
HSPB8 含量が対応する  Sham 群と比較して増加した．心筋梗塞後  8 週目の不全心
では，HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 含量が減少した．  
 
5. 心ポンプ機能が維持されている心筋梗塞後  2 週目では，それに一致して心筋ミト
コンドリアの酸素消費速度も維持され，心不全期の心筋梗塞後  8 週目では，グル
タミン酸を呼吸基質とした場合の酸素消費能が低下した．  
 
6. 心筋梗塞後  2 週目以降の  GGA 投与で  8 週目の時点までのミトコンドリア画分
の  HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 含量の減少が抑制された．  
 
7. GGA 投与により心筋梗塞後  2 週目から  8 週目の電子伝達系複合体  I を介する経
路の障害によるミトコンドリア酸素消費速度の低下が軽減された．  
 
本章では，心筋梗塞後の  HSP 誘導薬  GGA の投与が，心機能低下を軽減させること









心での  HSP 誘導の効果について検討し，以下に示す知見を得た．  
 
第一章では，心筋梗塞後の心機能変化と  HSP の含量および  HSF1 の細胞内局在の
変化の関係について検討した．その結果，不全心では，ストレス下にあるにもかかわ
らず，HSP 含量が減少すること，さらにこの  HSP の発現量の減少に，HSF1 のスト
レスに対する応答性低下が関与する可能性を示した．  
第二章では，心筋梗塞後に心不全に陥った動物の心臓での  HSP 誘導能低下の機序に
ついて検討した．その結果，不全心での  HSF1 含量自体は増加しているものの，その
不活性化体である  Ser303 リン酸化  HSF1 および  HSP90-HSF1 間相互作用，つまり  
HSF1 の活性抑制複合体の  multichaperone complex が増加していることを見出した．
つまり，これらに伴う  HSF1 の不活性化が不全心の  HSP72 誘導能低下に関与してい
ると考えられた．そこで，心筋梗塞後心不全ラットへの  HSP90 阻害薬  17-AAG の投
与が不全心の  HSF1 活性化および  HSP72 誘導に及ぼす効果について検討した．その
結果，心不全ラットへの  17-AAG 投与は  multichaperone complex からの  HSF1 の遊
離を惹起し，熱ショック負荷後の  HSF1 の核への移行および  HSP72 誘導能を回復さ
せることを示した．加えて，HSP 誘導能が低下した不全心は，熱ショック後の機能的・
代謝的傷害に対して脆弱となることを示した．さらに 17-AAG 投与による  HSP 誘導
能の回復が，心不全ラットへの熱ショック負荷後の心機能低下および生存率を改善さ
せることを明らかにした．   
第三章では，第一章および第二章の実験結果を鑑みて，心筋梗塞後にストレス応答
性が低下していない代償期からの  GGA 投与による  HSP 誘導の効果について検討し




に及ぼす  GGA 投与の効果について検討した．その結果，GGA 投与により，心筋梗
塞後のミトコンドリア画分での  HSPB1，Ser59 リン酸化  HSPB5 および  HSPB8 の減
少が抑制され，同時にミトコンドリアエネルギー産生能が保持されることが示された．
このことから，GGA 投与の効果の一つとして，心筋梗塞後不全心のミトコンドリア
での  small HSP の減少抑制によるミトコンドリアエネルギー産生能の保持が示唆さ
れた．前述したように，GGA は  HSF1 の活性化を介して  HSP72，HSPB1，HSPB5 お






因である心筋ミトコンドリアのエネルギー産生の低下を抑制させることが  GGA 投
与の効果の一つであることを示した．  
 
以上，本論文は心筋梗塞後の心筋組織での  HSP の変化を明らかにするとともに，心
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